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Ivadas

Tiriamoji problema ir jos aktualumas

Cheminiai jutikliai yra prietaisai, transformuojantys chemine informaci-
ja, tokia kaip specifinés medziagos koncentracija ar net visa medziagy mi-
sinio sudétis, j kita analizei patogy signalg. Cheminiai jutikliai dazniausiai
susideda i$ dviejy pagrindiniy daliy: cheminio atpazinimo sistemos (recep-
toriaus) ir fizikocheminio keitiklio. Biojutikliai yra cheminiai jutikliai, kuriy
cheminio atpazinimo sistema yra paremta biocheminiu mechanizmu (Théve-
not ir kt., 1999; IUPAC, 1997). Biojutikliai gerai tinka sparciai kiekybinei
analizei atlikti ar nuolatiniam medziagy koncentracijy stebéjimui (Scheller
ir Schubert, 1992; Rogers, 2006; Rodriguez-Mozaz ir kt., 2005).

Daznai biojutiklio atpazinimo sistemoje yra naudojami fermentai. Fer-
menty savybé katalizuoti tik kazkurig vieng specifine reakcijg uztikrina bio-
jutikliams didelj selektyvuma, o tai, kad fermentai yra labai efektyvus ka-
talizatoriai, uztikrina didelj biojutikliy jautruma (Gutfreund, 1995; Scheller
ir Schubert, 1992; Eggins, 2002; Giardi ir Piletska, 2006; Marks ir kt., 2007;
Looger ir kt., 2003).

Biojutikliai yra pigus ir patikimi prietaisai, daznai pakeic¢iantys bran-
gia ir letg kiekybine analize laboratorijoje. Jie placiai naudojami jvairiose
srityse: medicinoje, maisto pramonéje, aplinkosaugoje, narkotiky aptikimui
(Liang ir kt., 2000; Rogers, 1995; Scheller ir kt., 1997; Yu ir kt., 2005; Rogers,
2006; Tothill, 2001).

Nors biojutikliai yra palyginti pigus, taciau jy sukurimui bei kalibravi-
mui tenka jdéti nemazai pastangy, sunaudoti daug medziagy. Tam, kad
reikéty atlikti kuo maziau fiziniy eksperimenty, galima pasinaudoti mate-
matiniu modeliavimu. Naudojantis matematiniu biojutiklio modeliu, ga-
lima numatyti biojutiklio savybes dar pries atliekant eksperimentus labo-
ratorijoje. Tokiu budu galima smarkiai sumazinti eksperimenty skaiciy ir
sumazinti naujo biojutiklio kurimo kastus.

Biojutikliy matematinius modelius galima aprasyti netiesinémis dife-

rencialinémis lygtimis dalinémis isvestinémis (Schulmeister, 1990; Baronas
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ir kt., 2010; Kulys, 1981). Diferencialines lygtis dazniausiai sudaro tiesinis
narys, aprasantis medziagy difuzija, ir netiesinis narys, aprasantis chemine
kinetika. Siy lygé¢iy tikslis analiziniai sprendiniai yra zinomi tik atskirais
atvejais, kai biojutiklio struktura nesudétinga, o medziagy koncentracijos
yra arba labai mazos, arba labai didelés (Schulmeister, 1990; Baronas ir kt.,
2010; Kulys, 1981). Bendruoju atveju Sios diferencialinés lygtys yra spren-
dziamos skaitiniais metodais, pasitelkus kompiuterj. Sioje disertacijoje di-
ferencialiniy lygciy sistemoms spresti buvo naudojamas baigtiniy skirtumy
metodas (Samarskii, 2001; Kvedaras ir Sapagovas, 1974; Ciegis, 2003).

Darbo tikslas ir sprendziami uzdaviniai

Sios disertacijos tikslas yra automatizuoti biojutikliy, kuriuose vyksta
sudetingi biokatalizés procesai: inhibicija substratu ir produktu bei substra-
ty sinergija, kompiuteriniy modeliy kurima. Taikant kompiuterinj modelia-
vima, istirti biojutikliy savybes bei elgsena. Disertacijos tikslui jgyvendinti

buvo suformuluotos tokios uzduotys:

1. Pasiulyti amperometrinio biojutiklio, kuriame vyksta inhibicija sub-

stratu ir produktu, modeliavimo buda.

2. Pasiulyti amperometrinio biojutiklio, kuriame vykta substraty sinergi-
ja, modeliavimo buda.

3. Sukurti apibendrintajj biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu
modelj, galintj lanksc¢iai modeliuoti biojutiklio struktura.

4. Sukurti universalyjj biojutiklio modelj, galint] modeliuoti placig bio-
jutikliy aibe. Si aibé turi apimti biojutiklius su inhibicija substratu
ir produktu bei biojutiklius su substraty sinergija. Modelis turi leisti
lanksciai pasirinkti biojutiklio strukturg bei jame vykstanc¢iy cheminiy
reakcijy kinetika.

5. Sukurti programine jranga, automatizuojancia kompiuteriniy modeliy
kurimg pagal apibendrintajj biojutiklio su inhibicija substratu ir pro-
duktu matematinj modelj bei pagal universalyjj biojutiklio matematinj
modelj.

6. Naudojant sukurtg programine jranga, patvirtinti matematiniy mode-
liy adekvatuma, istirti biojutikliy savybes ir elgsena.

8



Darbo naujumas ir reikSmé

Sudarytas amperometrinio biojutiklio su inhibicija substratu ir produk-
tu apibendrintasis modelis, galintis lanks¢iai aprasyti biojutiklio struktura.

Sudarytas universalusis biojutiklio matematinis modelis, galintis api-
brézti placia biojutikliy aibe. Si aibé apima biojutiklius su inhibicija sub-
stratu ir produktu, o taip pat biojutiklius su substraty sinergija. Modelis
suteikia galimybe apibrézti placiag cheminiy reakcijy aibe ir lanksciai parink-
ti biojutiklio struktura.

Sukurta programiné jranga, automatizuojanti kompiuteriniy modeliy
kurimg pagal minétuosius matematinius modelius.

Taikant sukurta programine jranga, detaliai istirtos biojutiklio su in-
hibicija substratu ir produktu savybés ir elgsena. Programine jranga galima
lanksciai parinkti biojutiklio struktura, todeél galima atlikti kompiuterinio
modeliavimo tyrimus ir tokiems biojutikliams, kurie Sioje disertacijoje ne-
buvo tirti.

Taikant sukurta programine jranga, detaliai iStirtos biojutiklio su sub-
straty sinergija savybés ir elgsena. IStirtas substraty sinergijos efekto bio-
jutiklyje mechanizmas, nustatytos salygos, butinos sinergijos efektui pasi-
reiksti. Programine jranga galima tirti Zymiai platesne biojutikliy aibe nei
buvo tirta Sioje disertacijoje. Si aibé apima ne tik biojutiklius su sudé-
tinga struktura, bet ir biojutiklius, kuriuose vyksta cheminés reakcijos su
sudétinga reakcijy kinetika.

Naudojant programine jranga, galima optimizuoti biojutiklio konfigtira-
cija dar pries kuriant fizinj biojutiklj. Remiantis atlikty biojutikliy savybiy
tyrimy rezultatais, galima kurti efektyvesnius biojutiklius.

Disertacijos rengimo metu gauti rezultatai buvo panaudoti jgyvendinant
du mokslinius projektus: ,Bioelektrokatalizé sintezéje ir analizéje (BIO-
SA)“, finansuota Lietuvos mokslo tarybos (sutarties Nr. PBT-04/2010),
ir ,,Kompiuteriniy metody, algoritmy ir jrankiy efektyviam sudétingos geo-
metrijos biojutikliy modeliavimui ir optimizavimui sukurimas®, finansuoja-
ma Furopos socialinio fondo lésomis pagal priemone ,,Parama mokslininky
ir kity tyréjy mokslinei veiklai (visuotiné dotacija)® VP1-3.1-SMM-07-K
(sutarties Nr. VP1-3.1-SMM-07-K-01-073/MTDS-110000-583).

Ginamieji teiginiai

1. Sudarytu apibendrintuoju biojutiklio su inhibicija substratu ir produk-
tu modeliu galima lanksc¢iai aprasyti biojutiklio strukturg. Sukurta
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programine jranga galima atlikti Siuo modeliu aprasomy biojutikliy

kompiuterinj modeliavima.

2. Sudarytu universaliuoju biojutiklio modeliu aprasomy biojutikliy aibe
apima tiek biojutiklius su inhibicija substratu ir produktu, tiek bioju-
tiklius su substraty sinergija. Universaliuoju biojutiklio modeliu galima
lanksciai aprasyti biojutiklio strukturg ir cheminiy reakcijy kinetika.
Biojutiklius, patenkancius j modeliu aprasomy biojutikliy aibe, galima

modeliuoti, pasitelkiant sukurta programing jrangsg.

3. Amperometriniame biojutiklyje, kuriame vyksta inhibicija substratu,
matuojant tiek stacionarigja, tiek maksimaligja biojutiklio sroves, gali-
ma iSmatuoti substrato koncentracija platesniame koncentracijy inter-
vale nei naudojant tik kazkurig vieng srove. Tai pat Sis koncentracijy
intervalas yra platesnis uz biojutiklio, kuriame inhibicija substratu ne-
vyksta, darbiniy koncentracijy intervala, jeigu kiti biojutiklio paramet-

rai sutampa.

4. Kompiuterinio modeliavimo budu galima paaiskinti biojutikliuose pa-

sireiskiancio substraty sinergijos efekto vidinj mechanizma.

Publikacijy sarasas

Pagrindiniai tyrimy rezultatai buvo publikuoti trijuose straipsniuose pe-
riodiniuose mokslo leidiniuose [1A, 2A, 3A]. [1A] ir [3A] yra publikuoti
zurnaluose referuojamuose Thomson Reuters (ISI) duomeny bazéje Web of
Science. Dalis moksliniy rezultaty buvo publikuota recenzuojamuose moks-
liniy konferencijy leidiniuose [4A] ir [5A].

Zodiniai pranesimai mokslinése konferencijose

1. D. Simelevi¢ius, R. Baronas. Modelling of amperometric biosensors in
the case of substrate and product inhibition. 14th International Con-
ference on Information and Software Technologies: Information Tech-
nologies’2008, April 24 - 25, 2008, Kaunas, Lithuania.

2. R. Baronas, D. Simelevi¢ius. Modelling of amperometric biosensors in
the case of substrate and product inhibition. 13th International Con-
ference on Mathematical Modelling and Analysis and 3rd International
Conference on Approximation Methods and Orthogonal Expansions,
June 4 - 7, 2008, Kaariku, Estonia.
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3. D. Simelevi¢ius. Computational modelling of amperometric biosensors
in the case of substrate and product inhibition. 14th International
Conference Mathematical Modelling and Analysis, May 27 - 30, 2009,
Daugavpils, Latvia.

4. D. Simelevi¢ius, R. Baronas. Modelling an amperometric biosensor
used for synergistic substrates determination. 15th International Con-
ference Mathematical Modelling and Analysis, May 26 - 29, 2010, Drus-
kininkai, Lithuania.

5. D. Simelevi¢ius, R. Baronas. Amperometriniy biojutikliy su sinerginiy
substraty stiprinimu kompiuterinis modeliavimas. Kompiuterininky
dienos - 2011, September 22 - 24, 2011, Klaipéda, Lithuania.

6. D. Simelevicius, R. Baronas. Mechanisms controlling the sensitivity of
amperometric biosensors in the case of substrate and product inhibi-
tion. SIMUL 2011: The Third International Conference on Advances

in System Simulation, October 23 - 29, 2011, Barcelona, Spain.

Disertacijos struktura

Disertacija susideda i$ keturiy skyriy. 1 skyriuje apzvelgiami moksliniai
tyrimai matematinio ir skaitinio biojutikliy modeliavimo srityje. Pateikia-
mas biojutikliy klasifikavimas, apzvelgiami amperometriniame biojutiklyje
vykstantys fizikiniai bei cheminiai procesai. 2 skyriuje pristatomi du origi-
nalus biojutikliy modeliai. Modeliuojamas biojutiklis su inhibicija substratu
ir produktu, o taip pat biojutiklis su substraty sinergija. 3 skyriuje patei-
kiamas apibendrintasis biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu mo-
delis, o taip pat universalusis biojutiklio modelis, apimantis tiek biojutiklius
su inhibicija substratu ir produktu, tiek biojutiklius su substraty sinergija.
Skyriuje pristatyta programinés jrangos, naudotos skaic¢iavimams atlikti, ar-
chitektura. 4 skyriuje pristatomas biojutikliy savybiy tyrimas. Biojutikliai
tiriami, naudojantis sukurtaisiais biojutikliy modeliais. Biojutikliy mode-

liavimo uzdavinys sprendziamas skaitiskai, sukurtaja programine jranga.
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1 skyrius

Biojutikliai ir jy modeliavimas

1.1. Biojutikliai

Biojutikliy istorija prasideda nuo to momento, kai 1956 metais L. C. Clark,
Jr. pristato membraninj deguonies elektroda (Clark, 1956). Tai buvo chemi-
nis jutiklis, tinkamas atlikti deguonies koncentracijos matavimus skyscéiuose
ir dujose. Siuo metu tokio tipo elektrodai vadinami , Klarko elektrodais

1962 metais jau buvo zinomi cheminiai jutikliai, skirti matuoti deguo-
nies, COy koncentracijoms ir tirpalo pH. Tuo metu straipsnyje (Clark ir
Lyons, 1962) buvo pasiulyta kaip, pasitelkiant fermentines membranas ir
tuo metu jau sékmingai naudojamus pH ir deguonies jutiklius, buty gali-
ma isplésti jutikliais matuojamy medziagy koncentracijy sarasa. Minétame
straipsnyje buvo pasiulyta jutikliy, skirty matuoti gliukozeés ir slapalo kon-
centracijoms, koncepcija.

Gliukozés koncentracijai matuoti buvo pasiulytas toks jutiklio veikimo
principas — membranoje esantis fermentas gliukozés oksidazé katalizuoja
gliukozés, esancios tirpale, oksidacija deguonimi:

Gliukozeés oksidaze
Gliukozé + Oo > Gliukono rugstis + HoOy.  (1.1)

Tirpale kaupiantis reakcijos produktui — gliukono rugsciai, mazéja tirpalo
pH. pH pasikeitimg galima uzregistruoti, naudojantis cheminiu pH jutikliu.
Deguonies elektroda savo ruoztu galima panaudoti reakcijos (1.1) reagento —
deguonies koncentracijos sumazéjimui uzregistruoti. IS siy matavimy galima
nustatyti gliukozeés koncentracija tirpale (Clark ir Lyons, 1962).

Iki tol gliukozés koncentracija buvo nustatoma j tiriamajj tirpala jdéjus
gliukozés oksidazés ir deguonies elektrodu stebint deguonies koncentracijos
mazeéjimg. L. C. Clark, Jr. ir C. Lyons parodé kaip, naudojantis pusiau

laidZziomis membranomis, galima pritvirtinti fermento tirpala prie elektro-
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do. Tokiu budu vieng kartg paruosus fermento tirpala, galima daug karty
matuoti medziagos koncentracija. Laikoma, kad tai ir buvo biojutiklio iSra-
dimas (Scheller ir Schubert, 1992).

Siuolaikinius biojutiklius galima suklasifikuoti pagal receptoriaus tipa
ir pagal keitiklio tipa. Pagal receptoriaus tipa biojutikliai skirstomi j dvi
pagrindines klases: metabolinius ir afininius biojutiklius.

Metaboliniuose biojutikliuose naudojama biologiné medziaga katalizuo-
ja tam tikra chemine reakcija, kurioje dalyvauja analizuojamos medziagos
molekulés. Analizuojamos medziagos koncentracija savo ruoztu nustatoma
is salia keitiklio esancio tirpalo savybiy pasikeitimo: reagento koncentracijos

sumazéjimo ar produkto koncentracijos padidéjimo (Marks ir kt., 2007).

Metaboliniai biojutikliai skirstomi j tipus pagal naudojama biologine
medziagg. Dazniausiai biojutikliuose naudojama biologiné medziaga yra
fermentas, taciau yra naudojami ir aukstesnio sudétingumo biokatalizato-
riai: bakterijos, lastelés organelés ar audiniai. Pirmag kartg biojutikliuose
vietoje gryno fermento bakterijas panaudojo C. Divies, etanolio koncentra-

cijos tirpale nustatymui (Divies, 1975).

Afininiuose biojutikliuose biologiné medziaga neinicijuoja cheminés re-
akcijos, bet pati suformuoja kompleksg su tiriamagja medziaga. Komplekso
susidarymas daro jtakg tam tikriems fizikocheminiams pokyciams, kuriuos
galima uzfiksuoti su atitinkamu keitikliu. Atlikus matavima, biojutiklis gra-
zinamas } pirmine bukle, suskaidant kompleksg (Scheller ir Schubert, 1992).

Pagal keitiklio tipa biojutikliai yra skirstomi j elektrocheminius, opti-
nius, termometrinius, pjezoelektrinius ir kt. Dazniausiai biojutikliuose nau-
dojami elektrocheminiai keitikliai (Marks ir kt., 2007). Pirmasis biojutiklis
taip pat naudojo elektrocheminj keitiklj (Clark ir Lyons, 1962). Elektro-
cheminiai keitikliai savo ruoztu skirstomi j amperometrinius, potenciomet-
rinius, impedimetrinius ir kt. (Marks ir kt., 2007; Scheller ir Schubert,
1992).

Naudojant amperometrinj keitiklj, elektrodo pavirsiuje potenciostatine-
mis salygomis vyksta elektrocheminé reakcija. Remiantis Faradéjaus désniu,
matuojant sroveés stiprj, galima suzinoti kokiu grei¢iu vyksta si elektroche-
miné reakcija. Parinkus tinkamas salygas, iS sroves stiprio galima spresti
apie biojutiklio matuojama medziagos koncentracija (Scheller ir Schubert,
1992; Eggins, 2002; Pohanka ir Sklddal, 2008). Sioje disertacijoje bus nag-
rinéjami metaboliniy fermentiniy biojutikliy, naudojanciy amperometrinius

keitiklius, modeliai.
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1.2. Cheminiai bei fizikiniai procesai biojutikliuose

Biojutikliy veikimas paremtas aibe cheminiy bei fizikiniy procesy. Trum-
pai apzvelgsime tuos procesus, kurie yra esminiai biojutiklio veikimo mode-

liavimui.
1.2.1. Cheminé kinetika

Didzioji dalis cheminiy reakcijy biojutiklyje vyksta tirpale. Siame skirs-
nyje apzvelgsime homogeniniy reakcijy kinetika.

Reakcijy greitis beveik visada yra priklausomas nuo reakcijos reagen-
ty koncentracijy. Si priklausomybé yra aprasoma reakcijos grei¢io lygtimi,
kuri dazniausiai paklusta empiriskai nustatytam Veikianciyjy masiy dés-
niui (Denisov ir kt., 2003).

Veikianc¢iyjy masiy désnis teigia, kad praskiestuose tirpaluose elemen-
tariosios reakcijos greitis yra proporcingas reagenty koncentracijoms, pa-
keltoms laipsniu, sutampanciu su jy stechiometrijos koeficientu, ir yra ne-
priklausomas nuo kity medziagy koncentraciju ar kity reakciju (Connors,

1990). Taigi, turint elementariaja reakcija:
A+B—> C+D, (1.2)

jos greicio lygtis yra:
v = K[A][B], (1.3)

¢ia v yra reakcijos greitis, [A] ir [B] yra atitinkamai medziagy A ir B kon-
centracijos (toliau tekste medziagos pavadinimas, apskliaustas lauztiniais
skliaustais, taip pat reiks tos medziagos koncentracija). k yra proporcingu-
mo koeficientas, vadinamas reakcijos grei¢io konstanta. Si konstanta néra
priklausoma nuo reagenty koncentracijy, tac¢iau gali priklausyti nuo tempe-
ratiros ar tirpiklio. Si konstanta yra specifiSka konkre¢iai cheminei reakci-
jal.

Jeigu reakcija yra sudétiné, reakcijos greicio lygtis nebutinai turi ati-
tikti stechiometrine reakcijos lygti. Tokiu atveju reakcijos greicio lygties
pavidalas turi buti nustatomas eksperimentiskai (Connors, 1990).

Sakykime, kad turime tokia sudéting reakcija:

aA + 0B - cC+dD, (1.4)

¢ia a, b, c ir d yra atitinkamai medziagy A, B, C ir D stechiometrijos
koeficientai (1.4) cheminés reakcijos lygtyje. Sios reakcijos eksperimentiskai
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nustatyta reakcijos greicio lygtis turi tokj pavidala:

v = k[A]*[B)?. (1.5)

¢ia « yra reakcijos laipsnis pagal reagenta A, o 8 yra reakcijos laipsnis pagal
reagenta B, ju suma (a+ ) yra vadinama reakcijos laipsniu. Kadangi reak-
cija yra sudétine, tai reakcijos laipsniai o ir 8 pagal atitinkamus reagentus
A ir B, nebutinai turi sutapti su stechiometrijos koeficientais a ir b, kaip
elementariyjuy reakciju atveju (Connors, 1990). Yra nemazai reakciju, ku-
riy reakcijos greiCio lygties negalima uzrasyti (1.5) pavidalu, taciau Sioje

disertacijoje tokios reakcijos nebus nagrinéjamos.

Cheminés reakcijos greitj galima iSmatuoti, matuojant reakcijos reagen-
ty ar produkty koncentraciju pokytj. Reakcijos (1.4) greitj galima iSreiksti
tokiu budu:

1d[A] 1d[B] 1d[C] 1d[D]

VST T bt edt ddt (1.6)

Naudojant lygtis (1.5) ir (1.6) galima iSreiksti bet kurio reakcijos reagen-
to ar produkto koncentracijos isvesting pagal laika:

% = —ak[A]°[B]’, (1.7a)
OB owapsy, (1.7h)
% = ck[A]*[B]?, (1.7¢)

1.2.2. Fermenty kinetika

Fermentai yra makromolekulés, dazniausiai baltyminés prigimties, ku-
rios veikia kaip katalizatoriai, padidindamos reakcijy greic¢ius. Dazniausiai
fermentai katalizuoja tik viena specifine reakcija (IUPAC, 1997). Fermen-
tai gali buti labai efektyviais katalizatoriais, padidindami reakcijos greitj net
10% — 10'® karty (Chang, 2005; Knowles, 1991; Benkovic ir Schiffer, 2003).

Paprasciausios fermentinés reakcijos vyksta pagal A. J. Brown 1902 me-
tais pasiulyta reakcijos schema (Brown, 1902; Kernevez, 1980; Scheller ir
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Schubert, 1992; Gutfreund, 1995),

kl k2
ES— E+P, (1.8)
k_1

E+S

¢ia E zymi fermentg, S — substrata, ES yra fermento ir substrato kompleksas,
P yra reakcijos produktas, k; yra reakcijos greic¢io konstantos, 1 = —1,1, 2.

Analogiskai kaip ir 1.2.1 skirsnyje, galime isreiksti medziagy koncentra-
cijy iSvestines pagal laika:

W) E)s) + k(B (1.92)
dt

ﬂ?] = Ky [E][S] + (k_1 + k2)[ES)], (1.9b)
dlP] _

o = F2lES], (1.9¢)

@ = k1 [E][S] — (k-1 + ko) [ES]. (1.9d)

v=—— = k[ES]. (1.10)

Sio grei¢io priklausomybe nuo substrato koncentracijos galima patogiai
isreiksti pritaikius G. E. Briggs ir J. B. S. Haldane pasiulyta kvazistacio-
narumo prielaidg. Si prielaida teigia, kad prasidéjus reakcijai (1.8), labai
greitai nusistovi ES koncentracija, kuri véliau nekinta (Briggs ir Haldane,
1925):

= =0. 1.11
5 =0 (1.11)

Kad surastume reakcijos greitj, kaip matome is (1.10), reikia surasti kam
lygi ES koncentracija. Is (1.9d) ir (1.11) gauname:

k1 [E][S] = (k_1 + ko) [ES). (1.12)
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Pazymeékime [E]y = [E] + [ES] ir pertvarkykime (1.12) tokiu budu:

ki([Elo = [ES)[S] = (k-1 + k2)[ES],

k1[E]o[S] — k1[ES][S] = (k-1 + k2)[ES],
k1[EJo[S] = K1[ES][S] + (k-1 + k2)[ES],
k1 [Elo[S] = [ES](k1[S] + (k-1 + k2)),
B k1[E]o[S]
B8 = e+ G )
_ [E]ol[S]
[ES] = —k*};kz n [S]

Gauta [ES] israiska jstatykime j (1.10) ir atlikime tokius pakeitimus:

k_1+ ko

Ky = k—, Vinaz = kQ[E]O (113)
1
Gausime: VoS
— e 1.14
! Ky + [S] (1.14)

Lygtis (1.14) yra vadinama Michaelio-Menten kinetikos lygtimi pagal
klasikinj $iy mokslininky straipsnj (Michaelis ir Menten, 1913). Kj; yra
vadinama Michaelio konstanta, o V., yra maksimalusis reakcijos greitis
(jei visas fermentas buty susijunges i kompleksa ES).

Atkreiptinas démesys, jog tuo atveju, kai v = 0,5V,,.., galioja lygybé
Ky = [S]. Sisavybeé gali biiti naudojama konstantos K nustatymui, kaip
parodyta 1.1 paveiksle.

12V,

Km
[S]

1.1 pav. Grafinis Michaelio konstantos Kj; nustatymas.
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1.2.3. Elektrocheminé kinetika

Elektrochemija yra mokslas, nagrinéjantis saveika tarp elektriniy ir che-
miniy reiskiniy (Bard ir kt., 2008). Sioje disertacijoje mums svarbi elektro-
chemijos mokslo dalis, nagrinéjanti procesus, vykstancius elektrodo ir elekt-
rolity tirpalo sanduroje.

Bene svarbiausias elektrochemijoje yra Faradéjaus désnis, teigiantis, kad
medziagos kiekis, pagamintas ar sunaudotas elektrocheminés reakcijos me-
tu, yra proporcingas elektros kruviui, pra¢jusiam pro elektroda (Bard ir kt.,
2008):

q =nkm, (1.15)

¢ia g yra elektrinis kruvis, m — medziagos kiekis moliais, n — elektrony,
dalyvaujanciy elektrocheminéje reakcijoje, skaicius, o F' = 96486 C/mol
yra Faradéjaus skaicius (konstanta).

Faradéjaus skaic¢ius Siame sarysSyje atlieka proporcingumo koeficiento
vaidmenj, kuris reikalingas naudojamy kruvio ir medziagos kiekio matavi-
mo vienety suderinimui. Kruvis yra matuojamas kulonais (C) — 1C yra
6,24 x 108 elektromy, o medziagos kiekis yra matuojamas moliais (mol) —
1 mol medziagos sudaro Avogadro skai¢ius molekuliy Ny = 6,022 x 10%3.
Taigi, pratekéjus 96 486 C kruviui, vieno elektrono pernesimo reakcijoje bus
sunaudota 1 mol reagento arba pagaminta 1 mol produkto (Bard ir Faulkner,
2001; Damaskin ir kt., 2008).

Faradéjaus désnis kiekybiskai susieja elektros kruvj su sunaudoty reagen-
ty ar pagaminty produkty kiekiu, taciau nieko nesako apie Siy procesy greit;.

Imkime vieno elektrono elektrodinj procesa:

Kp

O+e R. (1.16)

kg

Analogiskai kaip ir homogeninés reakcijos atveju, heterogeninés reakcijos
greitis yra proporcingas produkto koncentracijai. Co(z,t) pazymékime me-
dziagos O koncentracija atstumu z nuo elektrodo pavirsiaus momentu ¢,
tuomet Cp(0,t) bus medziagos O koncentracija ant elektrodo pavirsiaus.
Analogiskai Cg(0,t) bus medziagos R koncentracija ant elektrodo pavir-

siaus. Pirminés ir griztamosios reakcijy greic¢ius galima isreiksti tokiu budu:

v, = kyCo(0,1), (1.17)
vy = kyCr(0,1). (1.18)
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Reakcijos greic¢io atitikmuo elektriniuose procesuose yra elektros sro-
ves stipris, kadangi jis rodo, koks elektros kruvis praeina per laiko viene-
ta. Elektros srovés stipris matuojamas amperais (1A lygu 1C/s). Taigi,
remiantis Faradéjaus désniu, elektros sroves stipris turi buti proporcingas
elektrocheminés reakcijos greic¢iui. Elektros srovés stipris taip pat yra pro-
porcingas elektrodo pavirsiui (Bard ir Faulkner, 2001; Vetter, 1967; Bockris
ir kt., 2002):

i, = FAv, = FA]{Jpgo(O,t), (1.19)
i = FAv, = FAk,CR(0,1), (1.20)

¢ia 1 — katodineé srove, i, — anodiné sroveé, A — elektrodo pavirsiaus plotas.
Kadangi pirminé ir griztamoji reakcijos vyksta vienu metu, tai suminés

reakcijos greitis lygus:
V= vy — V. (1.21)

Atitinkamai srovés stipris bus lygus:
1= — g = FA[/{ipC()(O, t) — kgCR(O,t>]. (1.22)

Elektrochemingje kinetikoje greicio konstantos k,, ir k4 yra priklausomos

nuo elektrodo potencialo tokiu sarysiu:

ky = k0em o (= EY), (1.23)
kg = KOell= )/ (E=E?) (1.24)

¢ia k¥ yra standartiné greic¢io konstanta, o — kruvio pernesimo koeficientas,
E — elektrodo potencialas, E° — formalusis elektrodo potencialas, o f =
F/RT, kur F' — Faradéjaus skaicius, R — universalioji duju konstanta, 7" —
absoliutiné temperatura.

[rasius Sias israiskas j (1.22), gaunamas srovés-potencialo sarysis:
i=k'FA |[Co(0,t)efE-E) _ Cp0,1)el~)/ (E—E°>] . (1.25)

Sis sarysis vadinamas Butlerio-Volmerio lygtimi (Bard ir Faulkner, 2001;
Vetter, 1967; Bockris ir kt., 2002).

Kaip matome i$ (1.24), mazinant elektrodo potenciala, k, reikSmeé ekspo-
nentiskai auga, ir atvirksciai, didinant potencialg, k, eksponentiskai mazéja.
Konstantos k, atveju priklausomybes yra atvirkscios. Taigi, keiciant elekt-
rodo potencialg, galima daryti jtaka reakcijy greiciams v,, v, bei srovems
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ik, 1q- Galima taip parinkti elektrodo potencialg, kad vykty tik pirminé
arba tik grjztamoji reakcija.

Sioje disertacijoje nagrinéjamuose biojutikliy modeliuose bus daroma
prielaida, kad elektrodo potencialas parinktas tokiu budu, jog elektroche-
miné reakcija vyksta tik viena kryptimi, be to, reakcija tokia greita, kad
visas elektrocheminés reakcijos reagentas sureaguoja is karto, vos tik pate-

kes ant elektrodo pavirsiaus.

1.2.4. Difuzijos désniai

Difuzija apraso Fiko désniai (Fick, 1855; De la Barrera, 2005). Sie dés-
niai yra diferencialinés lygtys, apibréziancios medziagos srauta ir koncent-
racijg kaip funkcijas nuo erdvés ir laiko. Sioje disertacijoje nagrinésime
difuzija vienmaciam atvejui. Jo(z,t) pazymékime medziagos O srauta tas-
ke x momentu t. Medziagos srautas rodo, koks medziagos kiekis per laiko
vieneta praeina per ploto vienetg (molcm™2s™!) (Bard ir Faulkner, 2001;
Bockris ir Reddy, 2002).

Pirmasis Fiko désnis sako, kad medziagos srautas yra proporcingas kon-

centracijos gradientui 0Cp/0x:

aCO(l’,t)
o——"

—J0<I,t> =D O )

(1.26)
¢ia Do yra medziagos O difuzijos koeficientas, Cp(x,t) yra medziagos O
koncentracija taske x momentu t. Minuso zenklas rodo, kad difuzija vyksta
medziagos koncentracijos mazéjimo kryptimi (Bard ir kt., 2008; Bockris ir
Reddy, 2002).
Antrasis Fiko désnis apibrézia, kaip greitai dél difuzijos kinta medziagos
koncentracija:
aCO(:Uat) 8200(:67 t)
O Dy
ot Ox?

Medziaga tirpaluose taip pat gali buti pernesama migracijos bei kon-

. (1.27)

vekcijos budu, taciau Sioje disertacijoje Sie medziagos pernesimo reiskiniai

nebus nagrinéjami.

1.2.5. Difuzijos sluoksnio modeliai

Imkime medziagos O tirpala. Tegul medziagos koncentracija tirpale yra
Cp. 1 tirpalg yra jmerkiamas plokscias elektrodas, o paleidus tekéti elektros

srove, vyksta toks elektrocheminis procesas:

O+ne” - R. (1.28)
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Tekant elektros srovei, elektrocheminés reakcijos reagento O koncentra-
cija ant elektrodo pavirsiaus ima mazeéeti. Tam tikrame ploname tirpalo
sluoksnyje, esanciame salia elektrodo, atsiranda koncentracijos gradientas.
Riba tarp tirpalo sluoksnio su mazesne koncentracija nei Cf ir sluoksnio,
kur §i koncentracija islaikoma, vadinama difuzijos frontu, o tirpalo sluoks-
nis tarp elekrodo ir difuzijos fronto vadinamas difuzijos sluoksniu. Difuzijos
frontas laikui bégant tolsta nuo elektrodo pavirSiaus (Survila, 1989; Bard
ir kt., 2008).

Konkreciu laiko momentu ¢ koncentracijy profilis ties elektrodu atro-
do apytiksliai taip, kaip 2 kreivé 1.2 pav. Netoli elektrodo esantis profilis
yra tiese, o artéjant difuzijos fronto link, profilis asimptotiskai artéja prie
koncentracijos, esancios tirpale. Ekstrapoliuojant tiesine profilio dalj, gau-

namas apytikslis koncentracijy profilis, kaip pavaizduota 1 kreive 1.2 pav.

(Survila, 1989; Bard ir kt., 2008; ITUPAC, 1997).

Co

Co(0, 1)

X

1.2 pav. Koncentracijy profiliai difuzijos sluoksnyje. 1 — pagal Nernsto
modelj, 2 — realus profilis. ¢ yra difuzijos sluoksnio storis pagal Nernsto
modelj (Survila, 1989; Bard ir kt., 2008; ITUPAC, 1997).

Nernsto difuzijos sluoksnio modelis teigia, kad koncentracijos profilis
difuzijos sluoksnyje turi tokj pavidala, kaip 1 kreivé 1.2 pav. Nernsto mo-
delyje difuzijos frontas tolsta nuo elektrodo tol, kol jj sustabdo naturali
ar dirbtineé konvekcija. Nuo to momento Nernsto difuzijos sluoksnio storis
nekinta (Bard ir kt., 2008).

Nors Nernsto modelis yra apytikslis, jis paprastas ir patogus naudo-
ti. Sis modelis placiai naudojamas elektrocheminéje kinetikoje. Jeigu eks-
perimente naudojamas besisukantis diskinis elektrodas, tuomet is tikryjy

susiformuoja difuzijos sluoksnis, labai artimas apibréziamam Nernsto mo-
deliu (Survila, 1989).
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Pusiau begalinés difuzijos modelis neatsizvelgia j konvekcinius srautus
ir teigia, kad difuzijos frontas gali be galo tolti nuo elektrodo pavirsiaus
(Survila, 1989). Vadinasi, difuzijos sluoksnio storis gali augti iki begalybés.
Realiose sistemose taip buti negali dél konvekciniy srauty salia elektrodo
pavirsiaus.

Pusiau begalinés difuzijos modelis naudojamas teoriniuose darbuose, ta-
¢iau jeigu modeliuojamo proceso trukmeé néra labai trumpa, labai svarbu

atsizvelgti net ir | naturaliaja konvekcija (Bard, 1961; Baronas ir kt., 2000).

1.3. Reakcijos-difuzijos procesy matematinis modeliavimas

Amperometriniy biojutikliy veikimg galima sékmingai modeliuoti antros
eilés netiesiniy diferencialiniy lygéiy dalinémis isvestinémis sistemomis (Ba-
ronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990). Paprastai pagrindinés tokios lygciuy
sistemos lygtys yra parabolinio tipo reakcijos-difuzijos lygtys. Vienmaciame
modelyje lygtys turi tokj pavidala:

— =D-—— +K, (1.29)

¢ia v yra medziagos U koncentracija, ¢ — laikas, x — atstumas, D — medziagos
difuzijos koeficientas, K yra narys, aprasantis chemine kinetika.

Pirmoji diferencialinés lygties dalis apibrézia medziagos difuzija, remian-
tis Antruoju Fiko désniu. Antroji lygties dalis apibrézia chemine kineti-
ka. Si dalis reikalinga, jeigu medziaga dalyvauja cheminése reakcijose kaip
reagentas ar kaip reakcijy produktas. Priklausomai nuo biojutiklio tipo
ir jame vykstanc¢iy cheminiy reakcijy, cheminé kinetika gali buti apibrézta
remiantis Veikianc¢iyjy masiy désniu ar Michaelio-Menten kinetikos lygti-
mi (Baronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990).

Turint lygciy sistema, apibréziancig biojutiklyje esanc¢iy medziagy kon-
centracijy dinamika, formuluojamas misrusis uzdavinys. Uzdavinys formu-
luojamas, apibreziant pradines bei krastines salygas.

Pradinémis salygomis apibréziamos medziagy koncentracijos nagrinéja-

my sri¢iy viduje bei krastuose pradiniu laiko momentu:

u(z,0) = const, =z €, (1.30a)
u(z,0) = const, z €T, (1.30b)

¢ia () yra nagrinéjamos srities vidus, I' — nagrinéjamos srities krastas (Bard
ir Faulkner, 2001; Bockris ir Reddy, 2002).
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Krastineés salygos apibrézia medziagy koncentracijas sri¢iy krastuose bio-
jutiklio veikimo metu. Jos gali buti keliy tipy ir priklauso nuo srities krasto

bei medziagos elgesio ant Sio krasto.

Paprasciausia krastiné salyga teigia, kad medziagos koncentracija ant

srities krasto yra pastovi ir laikui bégant nekinta:

ulp = const. (1.31)

Tokia salyga gali buti formuluojama srities kraste su tirpalu, kuriame
medziagos koncentracija iSlaikoma pastovi. Taip pat tokia salyga gali buti
formuluojama srities kraste, besiribojanciame su elektrodo pavirsiumi, jeigu
laikoma, kad nagrinéjamoji medziaga pilnai sureaguoja vos pasiekusi elekt-
rodo pavirsiy (tokiu atveju const = 0) (Baronas ir kt., 2010; Schulmeister,
1990).

Ant srities krasto, besiribojanc¢io su elektrodu, gali prireikti ir kitokios
salygos. Vykstant elektrocheminei reakcijai, reakcijos produkto srautas tu-
ri buti lygus reagento srautui, tik priesinga kryptimi. Tuomet, remiantis

Pirmuoju Fiko désniu, formuluojama tokio pavidalo krastiné salyga:
6U1 (‘9u2
Dy,
x

5ol = Pu gy (1.32)

F b
¢ia uj ir ug yra atitinkamai medziagy U; ir Us koncentracijos, Dy, ir Dy, yra
medziagy U; ir Uy difuzijos koeficientai nagrinéjamos srities terpéje (Bard
ir Faulkner, 2001; Baronas ir kt., 2010, 2004c).

Elektrodo atzvilgiu neutralioms medziagoms ant srities krasto, besiri-

bojancio su elektrodo pavirsiumi, turi buti taikomos nepratekéjimo saly-
gos (Baronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990):

ou

i 0. (1.33)

Jeigu biojutiklio matematinis modelis apraso kelias biojutiklio sritis su
skirtingomis fizinémis savybémis ir jose vyksta skirtingos cheminés reakcijos,
tuomet kiekvienai is sriciy reikia suformuluoti pagrindiniy lygciy sistema
is (1.29) pavidalo lygéiy, o sri¢iy sandurose turi buti apibréztos derinimo

salygos: 5
—p, &

Dy —
I ox

o , u\rl = u\FQ, (1.34)

I'y

¢ia Dy ir Dy yra medziagos U difuzijos koeficientai atitinkamai pirmosios
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ir antrosios srities terpese, I'y ir I's yra atitinkamai pirmosios ir antrosios
srities krastai. Sios derinimo salygos teigia, kad medziagos srautas vienoje
is besiribojanciy sric¢iy yra lygus medziagos srautui kitoje srityje.

Tuo atveju, kai laikoma, jog elektrocheminé reakcija ant elektrodo pa-
virsiaus vyksta greitai ir visas reagentas, pasiekes elektrodo pavirsiy, su-
reaguoja, sroves tankiui apskaic¢iuoti nereikalinga Butlerio-Volmerio lygtis,
pakanka pasinaudoti Faradéjaus bei Pirmuoju Fiko désniu (Bard ir Faulk-
ner, 2001; Survila, 1989):

ou

j=neFD 5| . (1.35)
r

¢ia j yra srovés tankis, n. — elektrocheminés reakcijos metu pernesamuy

elektrony skaicius, D — reagento difuzijos koeficientas srities, besiribojancios

su elektrodu, terpéje, I' yra elektrodo pavirsius.

Atliekant eksperimentg, biojutiklio generuojama srové kinta, kol néra
pasiekiama stacionarioji srove. Nusistovéjusi srove rodo, kad biojutiklyje
vykstantys procesai pasieké pusiausvyros buseng. Biojutiklio stacionarioji
srové gali buti naudojama kaip biojutiklio atsakas, pagal kurj nustatoma
substrato koncentracija tirpale. Stacionariosios sroves tankis apibréziamas:

ot = Jim j(t) (1.36)

Jeigu reikia apskaiciuoti sroves stiprj, tuomet sroves tankis yra padau-
ginamas iS elektrodo pavirsiaus ploto:

i=jA, (1.37)

Cia 1 — sroves stipris, A — elektrodo pavirsiaus plotas.

1.4. Skaitinis modeliavimas

Biojutiklio veikimg modeliuojanciy diferencialiniy lygc¢iy dalinémis is-
vestinémis sistemag iSspresti analiziskai pavyksta retai. Pagrindinis trukdis
yra tai, kad chemine kinetikg aprasantis narys daznai yra netiesinis. Tik
tam tikrais atvejais kinetikos narj pavyksta pertvarkyti i tiesinj (Baronas
ir kt., 2010).

Vienas is tokiy atvejy, kai biojutiklyje vykstanciy cheminiy reakcijy ki-
netika yra aprasoma Michaelio-Menten kinetikos lygtimi, o substrato kon-
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centracija tirpale Cg yra maza, lyginant su Michaelio konstanta Kjy;:
Ve, t:x € QU E>0:0<Cg(x,t) < C < Ky, (1.38)

¢ia 2 yra modeliuojamos srities vidus, I' — modeliuojamos srities krastas,
Cg(x,t) — substrato S koncentracija. Tuomet netiesine reakcijos greicio
funkcija galima supaprastinti iki tiesinés (Baronas ir kt., 2010):

vmam [S] —~ Vma:): [S]

Sl+Kyv — Ku (1:39)

Norint iSspresti biojutiklio modeliavimo uzdavinj bendruoju atveju, pa-
sitelkiami skaitiniai metodai (Mell ir Maloy, 1975). Vienas is placiausiai
naudojamy skaitiniy metody, tinkanciy diferencialiniy lygc¢iy dalinémis is-
vestinémis sistemoms spresti, yra baigtiniy skirtumy metodas (Strikwerda,
2004; Samarskii, 2001; Kvedaras ir Sapagovas, 1974; Ciegis, 2003).

Sprendziant biojutiklio modeliavimo uzdavinj baigtiniy skirtumy meto-
du, pirmiausia sudarytoji diferencialiniy lygé¢iy dalinémis isvestinémis sis-
tema turi buti perdaryta j skirtuminiy lygciy sistema. Skirtuminiy lygéiy
sistema savo ruoztu yra sprendziama pasitelkus programine jranga (Press
ir kt., 2007).

Nagrinékime vienmatj, vienasluoksnio biojutiklio matematinj modelj.
Kintamieji = ir ¢ yra apibréziami srityje Q@ = {0 < z < d,0 < t < T}.
Kintamyjy tolydinio kitimo sritis € yra kei¢iama diskretine tasky aibe Q.
Vienas i§ paprasciausiy ir dazniausiai naudojamy diskretinés srities suda-
rymo budy — imti dvi besikertanciy tiesiy Seimas (Kvedaras ir Sapagovas,
1974):

z=ih, i=0,1,....N, N=

>

t=4r, j=0,1,....,M, M=

SN

Siomis tiesémis sritis © padalinama j staciakampius. Tiesiy visuma yra
vadinama tinklu, o tiesiy sankirtos vadinamos tinklo mazgais. h ir 7 yra va-
dinami tinklo zingsniais, h yra zingsnis pagal erdve, 7 — zingsnis pagal laika.
Tinklo mazgai ir sudaro diskretine tasky aibe €, (Kvedaras ir Sapagovas,
1974).

Tinklo mazgu (i,j), kai i = 1,2,...,N — 1;j = 1,2,..., M, visumg
vadinsime vidine tinkline sritimi €25, o likusius tinklo mazgus — konturine
sritimi I'y,. Kiekvienam srities 2, mazgui turi buti sudarytos skirtuminés
lygtys, atitinkancios pagrindines modelio lygtis, o konturiniams taskams
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turi buti sudarytos skirtumineés lygtys pagal pradines ir krastines salygas.

Antroji iSvestiné pagal erdve kei¢iama tokiu skirtumu:

2
O™ Uiy — 25 + U1
Ox? h? .

(1.40)

Pirmoji iSvestiné pagal erdve Sioje disertacijoje nagrinéjamuose bioju-
tiklio modeliuose pasitaikys tik krastinése salygose ir apibrés iSvestines ant
srities krasto, todél tai bus arba kairioji, arba desinioji iSvestines, kurios
bus keic¢iamos skirtumais tokiu budu:

ou Ujj — Ui—1,5

— N 1.41
0x|,_, - h ’ (141a)
ou Ujt1,5 — U5

— N ——— 1.41b
Ox Jo— h ( )

Pirmoji iSvestiné pagal laika gali buti kei¢iama tokiais skirtumais:

du _ ujjy1 — uy

— = 1.42
ou U5 — Uj5-1

—_— 1.42b
ot [ ( )

Kuris skirtumas turi buti naudojamas, nulemia skirtuminés schemos ti-
pas. Skirtumas (1.42a) naudojamas tuo atveju, kai naudojama isreikstiné
schema. Tuo tarpu skirtumas (1.42b) naudojamas, esant neisreikstinei sche-

mai.

[sreikstiné schema pasizymi tuo, kad skirtuminéje lygtyje esantys taskai
issideéste tokiu budu, jog virsutingje eilutéje yra tik vienas taskas. Taigi Sig
funkcijos reikSme galima tiesiogiai iSreiksti, naudojant reikSmes ankstesnés
eilutés taskuose. Pagal tokiu budu isreiksta formule apskai¢iuojamos funkci-
ju reikSmes einamosios eilutés vidiniuose taskuose, o konturiniuose taskuose
reikSmeés apskaiciuojamos pagal krastines salygas, kuriose néra iSvestiniy
pagal laikg. Tuomet pereinama j kita eilute ir tokios iteracijos kartojamos
tol, kol apskaiciuojamos funkcijy reiksmeés visuose tinklo mazguose.

Isreikstinés schemos skaiciavimo algoritmas lengvai jgyvendinamas prog-
ramavimo kalba, o kiekvienos iteracijos pagal laikg metu atliekama palygi-
nus mazai operacijy, taciau tam, kad isreiksStine schema buty galima naudo-
tis, turi buti tenkinama stabilumo salyga. (1.29) lygciai butinoji stabilumo
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salyga atrodo taip (Samarskii, 2001):
< (1.43)

Si salyga turi biiti tenkinama kiekvienai lygéiy sistemos lygéiai. Siekiant
uztikrinti schemos stabiluma, gali tekti imti labai maza zingsnj pagal laika,
taip sulétinant uzdavinio sprendima.

Neisreikstinés schemos atveju virsutinéje eilutéje yra daugiau nei vienas
taskas ir siy reikSmiy tiesiogiai apskai¢iuoti negalima (Kvedaras ir Sapago-
vas, 1974; Samarskii, 2001). Sprendziant uzdavinj pagal neisreikstine sche-
ma, iS skirtuminiy lygciy, sudaryty einamosios eilutés mazgams, sudaroma
lygéiy sistema, o ja iSsprendus gaunamos funkcijy reiksmeés. Kadangi (1.29)
tipo lygtyse yra netiesinis narys K, aprasantis chemine kinetika, gaunama
netiesiniy lygciy sistema. Tam, kad lygc¢iy sistemg spresti buty paprasciau,
cheminés kinetikos narys yra apskai¢iuojamas, naudojant funkcijy reikSmes
is ankstesnes eilutes. Taip netiesiniy lygciy sistema pavirsta j tiesiniy lygéiy
sistema su trijstrizaine matrica, kuriai spresti yra sukurta efektyviy algorit-

my (Samarskii, 2001; Kvedaras ir Sapagovas, 1974).

1.5. Inhibicijos bei sinergijos procesy biojutikliuose mode-

liavimas

Nuo XXa. 8 desimtmecio buvo sukurta nemazai matematiniy modeliy
konkretiems biojutikliams, siekiant istirti ar optimizuoti ju veikima (Mell ir
Maloy, 1975; Kernevez, 1980; Bartlett ir Whitaker, 1987). Amperometriniy
biojutikliy matematinis modeliavimas yra iSsamiai nagrinéjamas apzvalgoje
(Schulmeister, 1990) bei knygoje (Baronas ir kt., 2010). Konkreciy bioju-
tikliy su inhibicija substratu, o taip pat ir su inhibicija produktu veikimui
paaiskinti buvo sukurti matematiniai modeliai. Dazniausiai tokie modeliai
buvo skirti biojutiklio veikimui stacionariomis salygomis modeliuoti (Merig
ir kt., 2002; Mirén ir kt., 2004; Mosche ir Jordening, 1999; van Niel ir kt.,
2002; Shen ir Larter, 1994; Shinto ir kt., 2007). Taip pat buvo sukurti
amperometriniy biojutikliy su inhibicija substratu, atsizvelgianciy j difu-
zijos sluoksnj, matematiniai modeliai, modeliuojantys biojutiklio veikima
stacionariomis (Kulys, 2006) ir nestacionariomis (Kulys ir Baronas, 2006)
salygomis.

Siuose straipsniuose modeliuotuose biojutikliuose fermentiné katalizé
vyko pagal schema (1.8), tacdiau lygiagreciai vyko ir inhibicijos substratu
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procesas:
ks

k_3

ES+S

ESS. (1.44)

Deél inhibicijos proceso Michaelio-Menten kinetikos lygtis netiko chemi-
nei kinetikai aprasyti, todél buvo naudojama tokia cheminés kinetikos lygtis:

o Vmax [S]
"7 K+ S+ SP/KS

(1.45)

¢ia Ky = k_3/ks yra inhibicijos substratu konstanta.

Pries kurj laikg buvo sukurti amperometriniy biojutikliy, kuriuose ste-
bima substraty sinergija, matematiniai modeliai stacionarioms sglygoms
(Kulys, 2005; Kulys ir Dapkunas, 2007). Pries dvejus metus buvo sukur-
tas lakazés biojutiklio, kuriame pasireiskia substraty sinergija, matematinis
modelis. Biojutiklio veikimas buvo simuliuotas skaitiskai ir tirtas jo veiki-
mas stacionariomis bei nestacionariomis salygomis (Gaidamauskaite ir kt.,
2011).

Sinergetiniuose biojutikliuose fermentiné katalizé vyksta pagal sudétin-
gesne reakcijy schema ir Michaelio-Menten kinetikos lygtis jiems netinka.
Cheminiy reakcijy kinetika yra aprasoma, naudojant Veikianc¢iyjy masiy
désnj (Kulys, 2005).

1.6. Apibendrinimas

Siais laikais yra sukurta daug skirtingy tipy biojutikliy, veikianéiy skir-
tingais principais. Biojutikliai klasifikuojami pagal substrato atpazinimo
buda, naudojama biologine medziaga ir keitiklio tipa. Svarbiausi proce-
sai, vykstantys fermentiniame amperometriniame biojutiklyje, yra chemi-
nés reakcijos ir medziagy difuzija. Cheminé kinetika biojutikliy modeliuose
gali buti apibréziama, naudojant Veikianciyjy masiy désnj arba Michaelio-
Menten kinetikos lygtj ir jos variacijas, o medziagy difuzija yra apibréziama
naudojantis Fiko désniais. Tam, kad biojutiklio modelis buty tikslesnis,
reikia atsizvelgti | difuzijos sluoksnj. Nernsto difuzijos sluoksnio modelis
atsizvelgia j naturalig arba dirbtine konvekcija. Dazniausiai biojutiklio mo-
delis yra sudarytas is reakcijos-difuzijos tipo diferencialiniy lygciy daliné-
mis iSvestinemis. Dél lygéiy netiesiSkumo analiziniai sprendiniai zinomi tik
atskiriems atvejams, todél uzdavinys dazniausiai sprendziamas pasitelkus
skaitinius metodus.

Yra sukurti biojutiklio su inhibicija substratu modeliai tiek staciona-
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rioms, tiek nestacionarioms salygoms. Taip pat yra sukurta ir biojutiklio
su inhibicija produktu modeliy. Sioje disertacijoje yra pasitlytas originalus
apibendrintasis biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu modelis, ku-
riuo galima tirti biojutiklio veikimg nestacionariomis salygomis. Taip pat
siuo modeliu galima lanksciai apibrézti biojutiklio struktura.

Susijusiuose moksliniuose darbuose yra pasitlytas biojutiklio modelis,
apimantis ir Sioje disertacijoje modeliuojama biojutiklj su substraty siner-
gija, taciau sSioje disertacijoje pasiulytu universaliuoju biojutiklio modeliu
galima lanksciau aprasyti cheming kinetika, nurodant reakcijos laipsnj pagal
kiekvieng reakcijos reagentg individualiai, taip iSple¢iant modeliuojamuyjy

biojutikliy aibe.
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2 skyrius

Biojutikliy, veikianciy sudétingy biokata-
lizés procesy pagrindu, matematiniai mo-

deliai

Siame skyriuje yra pristatomi du originaliis biojutikliy matematiniai mo-
deliai: biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu modelis ir biojutiklio
su substraty sinergija modelis, paremtas gliukozés oksidazeés biojutikliu.

Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu modelis buvo publikuo-
tas straipsnyje periodiniame leidinyje [1A] ir recenzuojamuose konferenciju
leidiniuose [4A] ir [5A].

Biojutiklio su substraty sinergija modelis buvo publikuotas dviejuose
straipsniuose periodiniuose leidiniuose [2A] ir [3A].

2.1. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu mate-

matinis modelis

2.1.1. Cheminés reakcijos biojutiklyje

Paprastai biokatalizé biojutikliuose veikia pagal tokia schema (Kerne-
vez, 1980; Scheller ir Schubert, 1992; Gutfreund, 1995):

]{1 k2
ES—>FE + P, (2.1)
k-1

E+S

¢ia E zymi fermentg, S — substrata, ES yra fermento ir substrato komp-
leksas, o P yra reakcijos produktas, k; yra reakcijos grei¢io konstantos,
i = —1,1,2. Sio tipo reakcijy kinetika gali biiti apragyta Michaelio-Menten
lygtimi, taciau labai daznai fermento katalizuojamos reakcijos yra zymiai
sudétingesnés. Lygiagreciai reakcijoms (2.1) gali vykti inhibicijos, aktyva-
cijos, alosterijos ir kiti procesai, iseinantys uz Michaelio-Menten kinetikos
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riby (Chaubey ir Malhotra, 2002; Cornish-Bowden, 2004; NC-IUB, 1983;
Baronas ir kt., 2004a; Kulys, 2006; Ochs, 2000).

Inhibicija yra procesas, kai tam tikra medziaga (inhibitorius) sumazina
cheminés reakcijos greitj (NC-IUB, 1983). Fermento katalizuojamose reak-
cijose inhibitoriai dazniausiai veikia prisijungdami prie fermento. Tirsime
atvejj, kai fermento-substrato kompleksas ES jungiasi su dar viena substrato
molekule, suformuodamas neaktyvy kompleksa ESS. Sj procesa vadinsime
inhibicija substratu:

ks

k-3

ES+S

ESS. (2.2)

Taip pat fermento molekulés jungiasi su produkto molekulémis ir ga-
mina dar vieng neaktyvy kompleksg EP. Sj procesa vadinsime inhibicija

produktu:

E+P EP. (2.3)

k_4

Gaminant biojutiklj, labai svarbu suprasti jo kinetikos subtilybes. Tam,
kad buty galima padidinti biojutiklio kurimo efektyvuma, reikia sudaryti
matematinj biojutiklio modelj (Reyes De Corcuera ir kt., 2004; Ferreira
ir kt., 2003; Stamatin ir kt., 2006; Wu ir kt., 2004).

2.1.2. Biojutiklio struktura

Siame modelyje biojutiklis laikomas ploks¢iu elektrodu, ant kurio pavir-
Siaus pritvirtintas santykinai plonas fermento sluoksnis (fermento membra-
na). Modeliuojamos trys sritys, kaip parodyta 2.1 pav.: fermento sluoksnis,
kuriame vyksta fermentinés reakcijos ir medziagy pernesimas difuzijos bu-
du, difuzijos sluoksnis, kuriame vyksta tik medziagy difuzija, bei tirpalo
sritis, kurioje islaikoma pastovi visy medziagy koncentracija. Laikoma, kad
elektrodas ir fermento bei difuzijos sluoksniai yra simetriski, fermentas yra
pasiskirstes homogenigkai. Siy prielaidy déka galima sudaryti vienmatj ma-
tematin} modelj (Schulmeister, 1990; Baronas ir kt., 2010).

2.1.3. Pagrindinés lygtys

Fermento sluoksnyje vykstancias reakcijas aprasome naudodamiesi Vei-
kianc¢iyjy masiy désniu, o medziagy difuzija aprasome naudodamiesi Antruo-
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Tirpalas

Difuzijos sluoksnis dg

Fermento sluoksnis de

Elektrodas

(e}

2.1 pav. Biojutiklio struktura.

ju Fiko désniu. Gauname tokias reakcijos-difuzijos tipo lygtis (¢t > 0):

0Se 0%s,
ast = Dsea_sz — ky €e Se + k_1 €es — kS €es Se T k—3 Cess » (24&)
i

Ope 0?p.

8]1 = Dpea—;; + koees — kieepe + k_seep, (2.4b)

oe,

ot = —kiecse+k_1€cs +kaees — kyecpe+ k_y4 €ep (240)
0

;;8 - kl €e Se — k—l €es — k? €es — k3 €es Se + k—3 €ess (24(1)
Oeess

gt = k3 €es Se — k_3 €ess (2.4e)
Oeep

Py =kiecpe —k_seep, 0<zx<d,, (2.4f)

¢ia = yra erdves koordinate, ¢ yra laikas, s.(x,t), pe(x,t), ec(x,t), ees(x,t),
€ess(T,t) ir ecp(w,t) yra atitinkamy medziagy koncentracijos, eilés tvarka
substrato S, produkto P, fermento E, kompleksy ES, ESS ir EP, d, yra fer-
mento sluoksnio storis, D, ir D, yra atitinkamai substrato ir produkto di-
fuzijos koeficientai fermento sluoksnyje. Fermento bei su fermentu sudaryty
kompleksy ES, ESS ir EP molekulés yra imobilizuotos, todél atitinkamose
lygtyse néra difuzijos nariy.

Difuzijos sluoksnyje vyksta tik medziagy pernesimas difuzijos budu. Di-

fuzijos sluoksnj modeliuojame remdamiesi Nernsto difuzijos sluoksnio mo-
deliu (¢t > 0):

&Sd 825d

at — Dsd axz , (25&)
) 0?

D, S do<w<dotds (2:50)

¢ia sq(x,t) ir pg(z,t) yra atitinkamai substrato ir produkto koncentraci-
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jos difuzijos sluoksnyje, d4 yra difuzijos sluoksnio storis, D, ir D,, yra

substrato ir produkto difuzijos koeficientai difuzijos sluoksnyje.

2.1.4. Pradinés ir krastinés sglygos

Laikykime, kad x = 0 atitinka elektrodo pavirsiy, tuomet x = d. atitin-
ka fermento ir difuzijos sluoksniy sandura, o z = d. + dy atitinka difuzijos
sluoksnio krasta, besiribojantj su pastovios koncentracijos tirpalo sritimi.
Biojutiklis pradeda veikti, kai tirpale atsiranda substrato molekuliy (¢t = 0):

Se(2,0) =0, pe(z,0)=0, 0<z<d,., (2.6a)
si(z,0) =0, pe(z,0)=0, de<z<d.+dy, (2.6Db)
Sa(de + dg,0) = so, pa(de +dg,0) =0, (2.6¢)
ee(r,0) = ey, ees(r,0)=0, 0<z<d,, (2.6d)
ess(2,0) =0, ey(z,0)=0, 0<z<d,, (2.6e)

¢ia s yra substrato koncentracija tirpale, ey yra pradinée fermento koncen-

tracija.

Laikome, kad parinktas toks elektrodo potencialas, jog visos reakcijos
produkto molekulés negrjztamai sureaguoja ant elektrodo pavirsiaus (z = 0,
t > 0) (Schulmeister, 1990):

pe(oat) = 0. (27)

Substrato molekulés nedalyvauja jokioje elektrocheminéje reakcijoje ant
elektrodo pavirsiaus, todél ties elektrodo pavirsiumi substrato srautas yra

lygus nuliui (taikoma nepratekéjimo salyga) (¢t > 0):

55% . =0. (2.8)

Difuzijos sluoksnj (d, < x < d. + dz) modeliuojame pagal Nernsto difu-
zijos sluoksnio modelj (Britz, 2005). Remiantis Nernsto modeliu, laikoma,
kad tam tikru atstumu nuo elektrodo pavirsiaus x = d. + dg, medziagos
koncentracija eksperimento vykdymo metu nekis. Siame biojutiklio mode-
lyje paprastumo délei laikysime, kad tiek substratui S, tiek produktui P Sis
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atstumas yra vienodas (t > 0):

Sd(de + dda t) = S0, (29&)
pa(de + dg, t) = 0. (2.9b)

Dviejy sric¢iy, kuriose medziagos turi skirtingus difuzijos koeficientus,
sanduroje reikalingos derinimo salygos (¢ > 0):

05, 084
D, — =D, — , o(de,t) = sq(de, 1), 2.10
|, = Dun] s ldet) = suldert) (2.100)
ape apcl
D =D, — o(de,t) = palde, t) . 2.10b
"o, o, Pe(de, t) = palde, 1) ( )

Sios salygos apibrézia, kad medzZiagy srautai, iSeinantys i$ difuzijos sluoks-
nio, lygtis medziagy srautams, jeinantiems j fermento sluoksnj, o substrato

bei produkto koncentracijos siy sriciy sanduroje yra lygios.

2.1.5. Kvazistacionarumo prielaida

Kai kurios reakcijos reakcijuy schemoje (2.1)-(2.3) yra labai greitos, lygi-
nant su kity reakciju greiciu (Scheller ir Schubert, 1992; Turner ir kt., 1987).
Didelis greiciy skirtumas reakcijy schemoje sukelia sunkumy skaitiskai mo-
deliuojant sistema ir nagrinéjant jos veikimg. Daznai tokiose situacijose
naudojama kvazistacionarumo pielaida (Li ir kt., 2008; Segel ir Slemrod,
1989). Kvazistacionarumo prielaida teigia, kad fermento ir su juo sudarytuy
kompleksy koncentracijos laikui bégant nekinta:

Oee  0Oecs  0Obess  Oeep

ot o~ ot ot

~0. (2.11)

Aisku, kad padarius tokia prielaidg lygtys (2.4a) ir (2.4b) smarkiai su-
paprastéja, o lygéiu (2.4c) - (2.4f) apskritai nelieka:

ds 0?s

=D, ——= — kyees, 2.12
ot © 0x? 2¢ ( 2)
Ope 82}76
E = Dpew + kgees, O<zr< de . (212b)

Laikoma, kad visy fermento formy koncentracijy suma yra lygi ey bet
kuriame fermento sluoksnio taske ir laikui bégant nekinta (eg = e, + €es +
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€ess 1 €ep)- €es galima iSreiksti per s, pe ir ep. Tam tikslui iS lygciy (2.4c)

- (2.4f), kvazistacionarumo prielaidos (2.11) ir eg apibrézimo sudarykime

lygciy sistema:

0= —Fk1eeset+k_16€es+hkaees —kyeepe+kyeep,
O="FKiecse —k_1€cs — kg €es — k3 €es Se + k3 €ess
0 = k3 €es Se — k-3 €ess

0="Fsecpe —k_gé€ep,

€) = €c F €es + €ess + Eep -

Naudodamiesi lygtimi (2.13c), suprastinkime lygti (2.13b):

0=FKieoSe — k_1€es — ko €ps.

IS ¢ia iSreiskime e.:

e

(k—l + k2) €es
k’l Se ’

o pazymeéje Ky = (k_1 + ko) /k1, gauname:

o KM €es
66 - 9
Se

¢ia Ky yra Michaelio konstanta.

ISraiska (2.14) jstatykime j lygti (2.13d) ir iSreiskime ey

o — ks K €es De
P kZ,4 Se
o pazyméje K, = k_4/k4, gauname:

o — Ky €es De
ep — )
K, s

K, vadinsime inhibicijos produktu konstanta.

IS (2.13c) iSreiskime eggq:

e . kS €es Se
ess — Y
k3
o pazymeéje Ky = k_3/ks, gauname:
e _ 665 86
ess — I
K
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K vadinsime inhibicijos substratu konstanta.
Dabar i lygti (2.13e) jstatykime israiskas (2.14), (2.15) ir (2.16). Isreiske

ees ir pertvarke israiska, gauname:

€0 Se
€Ces — )
K (14 pe/Kp) + se(1 + se/Ks)

k26086
Ky(14 pe/Kp) + se(l+ s./Ks)

Pazyméje Viu = ko €9, gauname tokig iSraiska:

v:k2€es:

Vmam S@

V(Se, Pe) = ) 2.17

(Serbe) = B T pof ) + oL & 50/ ) (2.17)
Vinazr yra maksimalus galimas fermentinés reakcijos greitis.
Perrasome lygciy sistemg (2.12) (¢ > 0):
Ose _p Ose (e, pe) (2.18a)
= Us.—m 5 — UlSe;Pe) .

ot ¢ Ox? P
Ope 82pe
E = DPEW + 'U(Se,pe) s O<zr< de . (218b)

Esant Michaelio-Menten kinetikai, tam, kad buty galima naudoti kvazi-
stacionarumo prielaida, turi buti tenkinama tokia salyga: eq < so+ Ky (Se-
gel ir Slemrod, 1989; Ciliberto ir kt., 2007).

2.1.6. Biojutiklio atsakas

Amperometrinio biojutiklio atsakas yra fiziniame eksperimente iSmatuo-
tas elektros srovés stipris. Remdamiesi Faradéjaus désniu ir Pirmuoju Fiko

désniu, uzrasome tokig sroves tankio israiska;:

Ipe

j(t) = neF Dy, e :
=0

(2.19)

¢ia n. yra elektrony, dalyvaujanciy elektrocheminéje reakcijoje skaicius, o
F yra Faradéjaus konstanta (F' = 96 486 C/mol) (Scheller ir Schubert, 1992;
Schulmeister, 1990).

Laikome, kad sistema (2.5)-(2.10), (2.18) artéja prie pusiausvyros buse-
nos, kai t — oo:

ot = Jim (1), (2.20)

¢ia j4 yra stacionariosios biojutiklio srovés tankis.
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Dar viena labai svarbi biojutiklio charakteristika yra jautris. Papras-
tai biojutiklio jautris yra apibréziamas kaip biojutiklio srovés iSvestiné nuo
substrato koncentracijos tirpale sg. Kadangi biojutiklio srovés stipris, o taip
pat ir substrato koncentracija, gali kisti net per kelias eiles, tai bedimensé
biojutiklio jautrio iSraiska yra patogesné naudojimui (Scheller ir Schubert,
1992; Baronas ir Kulys, 2008). Naudosime dvieju tipy bedimensius bioju-
tiklio jautrius. Pirmojo tipo jautris yra priklausomas nuo stacionariosios
biojutiklio srovés, o antrojo tipo jautris yra priklausomas nuo maksimalio-
sios biojutiklio srovés:

djst(30> X S0

By(s0) = , 2.21
«(s0) dsg Jst(50) (2.212)
djmax(SO) 50
Bmaaz - . s 2.21b
(80) dSO . ]max(s()) ( )

¢ia By ir Bpa, yra bedimensiai amperometrinio biojutiklio jautriai, js(so)
yra stacionariosios biojutiklio sroves tankis, esant substrato koncentracijai
S0, Jmaz(S0) yra maksimaliosios biojutiklio srovés tankis, esant substrato

koncentracijai sg.

2.1.7. Efektyvioji Michaelio konstanta

Idealiomis Michaelio-Menten kinetikos salygomis apibendrintosios reak-

cijos S — P greitis apibréziamas taip:

Vmam S0

v(s0) = Fo e

Maksimalus galimas Sios reakcijos greitis lygus:

Vmaa:SO
li = lim ——— = :
solinoo U(SO) sognoo KM + So Vmam
Kai koncentracija sg yra lygi konstantai Ky, (Sie dydziai turi vienodus
matavimo vienetus), tuomet reakcijos greitis yra lygus pusei maksimalaus
ijmanomo reakcijos greicio:
VmaxKM

Ky)=——————=05V,,4z.
v(K ) Ty

Jeigu biojutiklis veikty idealiomis Michaelio-Menten kinetikos salygo-
mis, tuomet buty galima apskaic¢iuoti Michaelio konstanta K, is kalibraci-
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jos kreives ip,q.(S0), kadangi v(sg) yra proporcingas im,qq(So):

Vinaz ~ 1M dma2(S0),  0.5Viee ~ 0.5 Hm 4p,6.(50),
S0—00 S0—00
¢ia imaz(So) yra maksimali biojutiklio generuojama srove, kai substrato kon-
centracija tirpale lygi sq.
Kai Michaelio konstanta yra apskaiciuojama is konkretaus biojutiklio
kalibracijos kreives, tuomet si konstanta yra vadinama efektyviaja Michaelio
konstanta K.; (Baronas ir kt., 2010):

S0— 00

Ker = {53 D imaz(Sp) = 0.5 lim imax(So)} . (2.22)

Didesné konstantos K.y reiksme reiskia ilgesnj substrato koncentracijy
intervala, kuriame kalibracijos kreivé elgiasi panasiai kaip tiesiné funkci-
ja. Be to, esant substrato koncentracijoms sy > K¢, biojutiklio jautris
greitai mazéja ir Sis koncentracijy intervalas tampa nepatrauklus biojutiklio
matavimams. Kadangi K.y yra lygi substrato koncentracijai, kuriai esant
reakcijos greitis yra lygus pusei maksimalaus, K.y galime laikyti substrato
koncentracijos, reikalingos efektyviai katalizei, matu (Kadziauskas, 2012).

Paprastai realiuose biojutikliuvose K.y # K (Turner ir kt., 1987). Ma-
tematinis biojutikliy modeliavimas parodé, kad esant tam tikroms salygoms,
K.y priklauso nuo biojutiklio geometrijos (Ivanauskas ir kt., 2008). Dar vie-
name teorinio modeliavimo darbe buvo parodyta, kad K.y galima padidinti,
ribojant substrato difuzija (Stikoniené ir kt., 2010).

Tam, kad buty patogiau tirti efektyviosios Michaelio konstantos pri-
klausomybe nuo biojutiklio parametry, buvo jvesta bedimensé efektyvioji
Michaelio konstanta:

. Kof

Kef - K_M (223)

2.1.8. Bedimensis matematinis modelis

Norint sumazinti modelio parametry skaiciy ir nustatyti svarbiausius
matematinio modelio parametrus, buvo sukonstruotas bedimensis modelis
(Baronas ir kt., 2010).

Paprastumo délei apibrézkime substrato ir produkto koncentracijas s ir
p visose matematinio modelio srityse z € [0, d, + dg| tokiu budu (¢ > 0):

(2.24a)

867 nggde;
S =
5q, de < <de+dyg
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De,
Da,

.

0<x<d,,

(2.24b)
d, <z <de+dg.

Koncentracijy funkcijos (s ir p) yra tolydzios visose modelio srityse x €

[0,d. + dg]. Lenteléje 2.1 apibrézti naujai jvedami bedimensiai modelio
parametrai.
2.1 lentelé. Dimensiai ir bedimensiai parametrai
Parametras Dimensis  Bedimensis
Laikas t,s T =tD,,/d?
Fermento sluoksnio storis d, cm de =de/d. =1
Difuzijos sluoksnio storis dg, cm dq = dg/d.
Atstumas nuo elektrodo x,cm X =x/d,
Substrato koncentracija s, mol/l S =s/Kyn, So=so/Ku
Produkto koncentracija p, mol/l P=p/Ky
Michaelio konstanta Ky, mol/1 Ky = Ky /Ky =1
Inhibicijos substratu konstanta K, mol/l K, = K, [ K
Inhibicijos produktu konstanta K, mol/l K, = K,/Ky
Srovés tankis j,Aem 2  J=jd./(n.FD, Ky)

Pagrindinés lygtys (2.18) bedimensése koordinatése isreiskiamos tokiu

budu:
os  9%*S S
R i — (2.25a)
L (1 + P/Kp) +S (1 + S/KS)
oP D, 0°P S
= e+ 0 . — (2.25D)
or  Ds 0X (1 + P/Kp> +8 (1 + S/Ks)
cia Vo
2 maxWe
=— 0<X<l1l, T>0 2.26
o Dse KM’ Y b ( )
o? yra vadinamas difuzijos moduliu arba Damkohler skai¢iumi.
Pagrindinés lygtys (2.5) iSreiskiamos tokiu budu:
oS D, 0*S
= - - 2.2
oT — D,, 0X2’ (2:27)
oP D, 0°P
— = —, 1< X <149 T . 2.27b
9T ~ D, 9XZ < X <1+ g4, >0 (2.27b)
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Pradinés salygos (2.6) transformuojamos j tokias lygtis (7' = 0):

S(X,0)=0, P(X,0)=0, 0<X <1+dg (2.284)
S(l + 04, 0) =50, P(l + 44, O) = 0. (2.28b)

Krastinés salygos (2.7) - (2.9) konvertuojamos j tokias salygas (7" > 0):

P0,T) = 0, (2.292)
a8
= 2.29b
(1+5d7 ) = SOa (2290)
P(1+64,T) = O. (2.29d)
Derinimo salygos (2.10) igyja tokj pavidala (7" > 0):
0S8 Dy, 0S
- = - 2.30
0X |y_,-  Ds. 0X|y_. (2.30a)
D, oP D,, OP
_re = — — . 230b
D.. 0X | y_,. (2:300)

Darant prielaida, kad tiek substrato, tiek produkto difuzijos koeficientai
yra vienodi, bedimensiame modelyje (2.25)-(2.30) licka tik 6 parametrai:
84 — difuzijos sluoksnio storis, Sy — substrato koncentracija tirpale, K, —
inhibicijos substratu konstanta, Kp — inhibicijos produktu konstanta, o2 —
difuzijos modulis ir D,¢; = Ds,/Ds, = D,,/D,,. — difuzijos koeficienty difu-
zijos sluoksnyje ir fermento sluoksnyje santykis.

Biojutiklio savybéms tirti naudosime dar vieng placiai naudojama be-
dimensj dydj, vadinama Biot skai¢iumi Bi. Jis parodo substrato pernasos
varzos vidiniame (fermento) sluoksnyje santykj su substrato pernasos varza
iSoriniame (difuzijos) sluoksnyje (Baronas ir kt., 2010; Ha ir kt., 2008):

d./Ds,  Ds,d.

Bi = = .
dq¢/Ds, Ds.dq

(2.31)

2.2. Biojutiklio su substraty sinergija matematinis mode-
lis
Biojutikliuose daznai naudojami fermentai oksidazés. Tokiu atveju bio-

katalizés metu fermentas yra redukuojamas j tarpine forma, o po to oksi-
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duojamas elektrony akceptoriais (Ronkainen ir kt., 2010; Gutfreund, 1995;
Wilson ir Turner, 1992; Gavalas ir Chaniotakis, 2000; Shan ir kt., 2004).
Paprastai fermento redukcija yra labai specifiska reduktoriui reakcija, tuo
tarpu fermento oksidacija yra maziau specifiska ir gali vykti su daugeliu
elektrony akceptoriy (Kulys ir kt., 2010).

Fermenty kinetikos tyrimai, atliekami naudojant silpnai reakcingy ir
smarkiai reakcingy elektrony akceptoriy misinius, parode, kad silpnai reak-
nés reakcijos tarp $iy medziagy greitis yra pakankamai didelis. Sis reiskinys
yra naudojamas ypac jautriy biojutikliy su substraty sinergija gamyboje
(Kulys ir Tetianec, 2005; Bratkovskaja ir kt., 2006; Kulys ir Vidziunaite,
2009).

2.2.1. Cheminés reakcijos biojutiklyje

Biojutiklio su substraty sinergija modelyje bus naudojama reakcijy sche-
ma, pasiulyta gliukozes oksidazés biojutikliui J. Kulio ir L. Tetianec straips-
nyje (Kulys ir Tetianec, 2005):

ki1
Eys +R——> E, . +P (2.32a)
ko
Ered -+ Sl —_—> on + Pl (232b)
ks
Ered -+ SQ _—> on + P2 (2320)
k4
S i+Py—> P11+ 59 (2.32d)
P1 _— > Sl +e (2326)
PQ _—> 82 +e (232f)

cia E,, ir E,.q yra atitinkamai oksiduota ir redukuota fermento formos, R
yra fermento reduktorius, S; ir So yra substratai, P, Py ir Py yra reakcijy
produktai, o k1, ke, ks, k4 yra reakcijy greicio konstantos.

[ reakcijas (2.32a) ir (2.32b) galime ziuréti kaip j elektrony akceptoriaus

S1 redukcija reduktoriumi R, reakcija katalizuojant fermentu. Reakcijos
(2.32a) metu fermentas yra redukuojamas reduktoriumi R, pagaminant re-
dukuota fermento formg E,.4. Reakcijos (2.32b) metu elektrony akceptorius
S1 yra redukuojamas su E,.4. Susidaro produktas Py, o fermento molekulé
atgauna pirmine oksiduotg forma E,,.
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Kai j tirpala yra jdedamas smarkiai reakcingas elektrony akceptorius
Sy, prasideda dar dvi cheminés reakcijos: (2.32¢) ir (2.32d). Reakcijos
(2.32¢) metu fermento molekulé oksiduojama smarkiai reakcingu elektro-
ny akceptoriumi S,. Reakcija (2.32d) vadinama kryzmine reakcija. Jos
metu substratas S; oksiduoja produkta Py. Tokiu budu Sios reakcijos metu
yra gaminamas substratas Ss ir produktas P;.

Reakcijos (2.32e) ir (2.32f) yra elektrochemineés reakcijos, vykstancios
ant elektrodo pavirsiaus. Laikysime, kad abi reakcijos yra greitos ir negrijz-
tamosios dél atitinkamai parinkto elektrodo potencialo.

Fericianido jonai ([Fe(CN)g]>™) gali buiti naudojami kaip silpnai reakcin-
gi elektrony akceptoriai Sy (Kulys ir Tetianec, 2005; Kulys ir Vidziunaite,
2009). Siuo atveju ferocianido jonai ([Fe(CN)g]*~) buty vadinami reakci-
jos produktu P;. Keletas medziagy pavyzdziy, kurios gali buti naudojamos
kaip smarkiai reakcingi elektrony akceptoriai, yra pateikta J. Kulio ir L. Te-
tianec straipsnyje (Kulys ir Tetianec, 2005).

2.2.2. Biojutiklio struktura

Sudarant amperometrinio biojutiklio matematinj modelj, pakanka atsi-
zvelgti i darbinio fermentinio elektrodo struktiirg. Siuo atveju fermentinis
elektrodas buvo sukonstruotas ant grafitinio strypelio, dializés membrana
pritvirtinus plona fermento tirpalo sluoksnj (Kulys ir Tetianec, 2005).

Kurdami matematinj modelj, iSskiriame keturias sritis: fermento sluoks-
nj, kuriame vyksta fermentinés bei cheminés reakcijos, o taip pat medziagy
difuzija, dializés membrana, kurioje vyksta cheminés reakcijos ir difuzija,
difuzijos sluoksnj, kuriame vyksta cheminés reakcijos bei medziagy difuzija
ir tirpalo sritj, kurioje islaikoma pastovi analizuojamos medziagos koncen-
tracija (zr. 2.2 pav.). Darant prielaidas, kad fermento molekulés yra toly-
giai pasiskirsciusios fermento sluoksnyje, o fermento ir dializés membranos
sluoksniai yra vienodo storio per visa juy plota, galima sudaryti vienmatj
matematinj biojutiklio modelj (Schulmeister, 1990; Baronas ir kt., 2010).

Fermento, dializés membranos ir difuzijos sluoksniy storius pazymékime
atitinkamai dy, dy ir d3. Mums taip pat reikés kintamyjy, zyminciy atstu-
mus nuo elektrodo pavirsiaus iki srities krasto. Kintamaisiais a1, ao ir ag
pazymekime Siuos atstumus taip, kaip parodyta 2.2 pav.

Difuzijos sluoksnj (as < x < a3) modeliuojame, naudodamiesi Nernsto
difuzijos sluoksnio modeliu (Britz, 2005). Remiantis siuo modeliu, medzia-
gy koncentracija atstumu as nuo elektrodo ir toliau tirpale nekis per visg
eksperimento laika.
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T A
Tirpalas
as
4
Difuzijos sluoksnis ds
a9 \
a1 Dializés membrana : ds
. ]
Fermento sluoksnis \ dy
ap=0
Elektrodas

2.2 pav. Biojutiklio struktura.

2.2.3. Pagrindinés lygtys

Pagrindines lygtis galime sudaryti naudodamiesi Veikianc¢iyjy masiy dés-
niu (Gutfreund, 1995; Bartlett ir Whitaker, 1987). Fermento sluoksnyje
vykstancias reakcijas apraSome naudodamiesi Veikianc¢iyjy masiy désniu, o
difuzija — naudodamiesi Antruoju Fiko désniu. Tokiu budu fermento sluoks-
niui gauname tokias reakcijos-difuzijos tipo lygtis (0 < x < aqy, t > 0):

a;;w = —kieoT1 + kaereasin + kzereasat, (2.33a)
82@“ = ki€oxr1 — ka€reasi — ksercasan, (2.33Db)
% =D Rl% — kreoar, (2.33¢c)
% B DSll% — kgereasit — kasuipai, (2.33d)
% - DSzl% — k3€reaso1 + kasiipai, (2.33e)
% - DPll% + kaereasi1 + kasiipa, (2.33f)
% - DM% + k3eredsa1 — kasi1p21, (2.33g)

¢ia x yra erdvés koordinateé, ¢ yra laikas, ey, (x,t) ir e,eq(x,t) yra atitinka-
mai oksiduoto (E,;) ir redukuoto (E,.q) fermento koncentracijos; sq1(z,t) ir
so1(x,t) (p11(x,t) ir poy(w,t)) yra substraty (produkty) koncentracijos fer-
mento sluoksnyje; r1(x, t) yra fermento reduktoriaus koncentracija fermento
sluoksnyje, o Dgr1, Ds,1, Ds,1, Dp,1, Dp,1 yra atitinkamy medziagy, nuro-
dyty indeksu, difuzijos koeficientai fermento sluoksnyje. Koncentracijy ir
difuzijos koeficienty kintamyjy pavadinimuose paskutinis numeris indekse
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nurodo modelio sritj. Siuo atveju 1 nurodo, kad tai yra fermento sluoksnis.
Abi fermento molekuliy formos E,, ir E,.s yra laikomos imobilizuotomis,
todel atitinkamose lygtyse néra difuzija aprasanciy nariy.

Reakcijos produktas P nedalyvauja reakcijose kaip reagentas ir jo ko-
centracija néra naudojama jokiuose skaiciavimuose. Todél lygéiy sistemo-
je (2.33) néra lygties, skirtos produktui P.

Kadangi dializés membranoje ir difuzijos sluoksnyje néra fermento mo-
lekuliy, siose srityse vyksta tik reakcija (2.32d) bei reduktoriaus, substraty
ir produkty difuzija. Aprasome pagrindines lygtis Sioms dviem sritims tokia
diferencialiniy lygciy sistema (a;—1 < x < a;, t >0, i = 2,3):

% - DRi%5 (2.34a)
a;: =D Sﬂ'% = kas1ip2i, (2.34b)
a;t% =D Sﬂ‘% + kas1ipai, (2.34c)
agf =D Pﬂ% + kas1ipai, (2.34d)
agt% =D Pﬂ‘% — kusiipai; (2.34e)

¢ia ¢ = 2 atitinka dializés membranag, o + = 3 difuzijos sluoksnj.

2.2.4. Pradinés salygos

Laikykime, kad x = 0 atitinka elektrodo pavirsiy, o x = a1, * = as ir
r = ag yra atstumai nuo elektrodo pavirsiaus iki gretimy sri¢iy sandury,
kaip apibrézta 2.2.2 skirsnyje ir parodyta 2.2 pav. Biojutiklis pradeda veikti
tuomet, kai tirpale atsiranda fermento reduktoriaus ir substrato molekuliy.
Tai aprasome tokiomis pradinémis salygomis (¢ = 0):

r1(z,0) = s;1(2,0) = pir(2,0) =0, 0<z<a;, i=12, (2.35a)
ered(,0) =0, ep(x,0)=¢€9, 0<zx<ay, (2.35b)
ro(,0) = si2(2,0) = pia(2,0) =0, a3 <x<ay =12, (2.35¢)
pi3(2,0) =0, ay<x<as =12 (2.35d)
r3(z,0) = s;3(2,0) =0, ay<x<az, =12, (2.35¢€)
rs(as,0) =ro, s13(as, 0) = s1o, (2.35f)

0, T52 > O,

2.35g
520, TSQ — 07 ( )

523(a3, 0) = {
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Cia ey yra bendra fermento formy koncentracija fermento sluoksnyje (eg =
Con (T, 1) + €req(,t), VY, t : x € (0,a1),t > 0), 79 yra fermento reduktoriaus
koncentracija tirpale, sjg ir S99 yra substraty koncentracijos tirpale, T, yra
laiko momentas, kai j tirpalg jvedamas substratas So.

2.2.5. Derinimo salygos

Kadangi skirtingose srityse medziagos turi skirtingus difuzijos koeficien-
tus, $iy sri¢iy sandurose reikia apibrézti derinimo salygas (¢t > 0, i = 1,2,
m=1,2):

aTm—i—l

Dp,, —— =Dpm , 2.

Rm "5 o—ay Rmtl =5, o—ay (2.362)
OSim 05im+1

m = Dg, m : , 2.36b

S ax —an Si,m+1 ax —a ( )
apim apz m—+1

Pm T = DPi,m-l-l , ) (236C)

O T=am O T=am

Tm(Gmyt) = Tt (am, t), (2.36d)

Sim(@m,t) = Sim+1(am, t), (2.36¢)

pim(am7 t) = pi,m+1(ama t)a (236f)

¢ia m = 1 atitinka fermento sluoksnio ir dializés membranos sandura, o
m = 2 atitinka sandurg tarp dializés membranos ir difuzijos sluoksnio.

Sios salygos reiskia, kad fermento reduktoriaus, substraty ir produkty
srautai, iSeinantys iS srities, yra lygus srautams, jeinantiems j gretima sri-
ti. Taip pat laikoma, kad fermento reduktoriaus, substraty ir produkty
koncentracijos ties sri¢iy sanduromis yra lygios.

2.2.6. Krastinés salygos

Tirpale, uz difuzijos sluoksnio ribos, fermento reduktoriaus, substraty
ir produkty koncentracijos nekinta (¢ > 0):

r3(as, t) = ro, (2.37a)
s13(as, t) = s1o, (2.37b)
0, t<Ts,,
1) = 2.37
pis(as, t) =0, i=1,2. (2.37d)
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Reakcijy produktai Py ir Py dalyvauja elektrocheminése reakcijose (2.32¢)
ir (2.32f), vykstanciose ant elektrodo pavirsiaus (z = 0). Siy reakcijy grei-
¢ius laikome pakankamai dideliais, kad elektrodo pavirSiuje siy medziagy
koncentracijos islikty lygiomis nuliui (¢ > 0) (Kulys ir Tetianec, 2005):

p11(0,¢) =0, (2.382)
p21(0,t) = 0. (2.38Db)

Kadangi reakcija (2.32e) gamina tiek pat Sy, kiek suvartoja Py, tai Py
srautas elektrodo pavirsiuje yra lygus S; srautui, tik su priesingu zenklu.
Ta pati prielaida daroma dél reakcijos (2.32f) ir atitinkamai medziagy Ss ir
P,. Sias priklausomybes aprasome tokiomis krastinémis salygomis (¢ > 0):

Opn 0s11
D —_ —-D N — 2.39
Pl O L S11 Oz r—()’ ( a)
Opa1 0521
D —_— = . 2.39b
P>l O - Sa1 9 L ( )

Fermento reduktorius R nedalyvauja elektrocheminése reakcijose, todél
jam elektrodo pavirsiuje uzrasome nepratekéjimo salyga (¢ > 0):

0
Dy 21

| =0 (2.40)

=0

2.2.7. Biojutiklio atsakas

Amperometrinio biojutiklio atsakas yra sroves stipris. Kadangi srovés
stipris yra tiesiogiai proporcingas elektrodo pavirsiaus plotui, modeliuojant
amperometrinio biojutiklio veikimg, daznai vietoje srovés stiprio naudo-
jamas srovés tankis, kuris gaunamas sroves stiprj padalinus iS elektrodo
pavirsiaus ploto (Schulmeister, 1990; Baronas ir Kulys, 2008). Biojutiklio

sroves tankj j(t) laiko momentu ¢ iSreiskiame naudodamiesi Faradéjaus ir
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Pirmuoju Fiko désniu:

, 0
J1(t) =niFDp g; ) (2.41a)
. 0
Jo(t) = naF'Dp,y 532:1 x:o’ (2.41Db)
() = j1(t) + ja(t), (2.41¢)

Cia j1(t) ir jo(t) yra sroviy tankiai, Sias sroves generuoja atitinkamai reakci-

jos (2.32e) ir (2.32f), ny ir ng yra elektrony, dalyvaujanciy kruvio pernesime
elektrodo pavirsiuje, skaicius atitinkamai reakcijose (2.32¢) ir (2.32f), F' yra
Faradéjaus konstanta.

Laikome, kad sistema pasiekia pusiausvyra, kai t — oo:

Jst = tligloj(t), (2.42a)
jlst = tliglojl(t), (242b)
Jast = hm ]Q(t), (2.42¢)

¢ia Jst, J1st T Jost yra stacionariosios biojutiklio sroves tankis.

Biojutiklio atsaka generuoja dvi elektrocheminés reakcijos (2.32e) ir
(2.32f). Norint perprasti biojutiklio veikima, svarbu istirti kiekvienos reak-
cijos jtaka suminiam biojutiklio atsakui. Elektrocheminés reakcijos (2.32e¢)
jtakai tirti jvedame dydj Ay, rodant]j Sios reakcijos sugeneruotos srovés san-
tykine dalj:

N (2.43)
st

Dar viena svarbi biojutiklio charakteristika yra jautris (Turner ir kt.,

1987; Scheller ir Schubert, 1992). Biojutiklio jautris paprastai isreiskiamas
kaip biojutiklio atsako isSvestiné nuo analizuojamos medziagos koncentraci-
jos. Kadangi biojutiklio atsakas ir medziagy koncentracijos gali kisti net
per kelias eiles, patogiau yra naudoti bedimense biojutiklio jautrio israis-
ka (Baronas ir Kulys, 2008).

Sis biojutiklis su substraty sinergija yra skirtas matuoti substrato So
koncentracijai (Kulys ir Tetianec, 2005), todél mums svarbus butent jaut-
rumas Siam substratui:

djst(s20) o 520

B —
(520) dsg Jst(s20)’

(2.44)

Cia js(s20) biojutiklio stacionariosios sroves tankis, kai substrato S, kon-
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centracija tirpale lygi so9. B(s99) Zymi biojutiklio jautrj prie koncentracijos

$920-

Kita svarbi sinergetinio biojutiklio charakteristika yra signalo stiprini-
mas, sukeltas sinergijos efekto (Kulys ir Tetianec, 2005). Siam efektui tirti
iveskime dydj ¥, kurj iSreiskime kaip santykj tarp biojutiklio atsako, tirpale
esant substrato So, ir biojutiklio atsako, kai tirpale néra substrato Ss:

jst(520)

@(520) - jst(o) ,

(2.45)

¢ia W(sq9) yra atsako stiprinimas sinergijos efektu, kai tirpale esanti sub-
strato Sy koncentracija lygi sop (Kulys ir Tetianec, 2005; Baronas ir kt.,
2004b).

2.2.8. Bedimensis matematinis modelis

Norint sumazinti modelio parametry skaic¢iy ir nustatyti svarbiausius

matematinio modelio parametrus, buvo sukonstruotas bedimensis modelis
(Baronas ir kt., 2010).

Paprastumo délei apibrézkime medziagy koncentracijas visose matema-
tinio modelio srityse x € [0, ag] tokiu budu (¢t > 0, m =1, 2):

(
r, 0<z<a,

r=49q re, a <z <ag, (2.46a)
r3, az <z <as,

Smi, 0<z<a,
Sm =19 Sm2, @ <x < ag, (246b)

[ Sm3, G2 < < ag,

Pm1, 0<x<ap,
Pm = < Pm2, a; <x S as , (246C)

| Pm3, G2 <ZT < asz.

Koncentraciju funkcijos (r, Sy, it p,, m = 1,2) yra tolydzios visose modelio

srityse x € [0, ag]. Bedimensio modelio parametrai yra pateikti 2.2 lenteléje.
Pagrindinés lygtys fermento sluoksnyje (2.33) bedimensése koordinatése
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2.2 lentelé. Dimensiai ir bedimensiai parametrai

Parametras Dimensis Bedimensis

Laikas t,s T =tDpi/d?

Sy jvedimo momentas Ts,,s Ts, = Ts,Dp1/d?
Sluoksnio storis m = 1..3 dp,, cm Om = dm/dy

Sluoksniy sandura m = 1..3  a,,,cm Am = G /dy

Atstumas iki elektrodo x,cm X =z/dy

E,, koncentracija €0z, mol /1 B, = eop /eo

E,.q koncentracija €red, mol/1 Ered = €red /eo

R koncentracija r, mol/1 R= /e, Ry = T0/€0
S koncentracija m = 1,2 Sm, mol /1 S, = Sm/ €0, S = Smo/ €0
P,, koncentracija m = 1,2  p,,, mol/l B, = Pm/ €0

Srovés tankis j,Acm™2 J = jdi/(neF Dp,1ep)
Stacionariosios srovés tankis jg, A cm ™2 Jst = jstdr/(neF Dp 1eg)

Greicio konstanta m = 1.4

K, lmol s

1

A~

km - km/kl

isreiskiamos tokiu budu (0 < X < A\, T > 0):

a{fjgx = —aBp R+ akyFyregSy + ks EregSs, (2.47a)
8§;d = aB, R — akyEregSi — ak3EreqSs, (2.47b)
g_;z _ SQ_X{Z : bR (2.47¢)
aa*;l _ ll);;ll 22;; — ko BreqSy — akyS) P, (2.47d)
%];1 = l;ill ?;XP; + ko EreaSt + akaSy Ps, (2.471)
7 Do OLe t okifreay — abii P (247g)

Cia o = l{ileod%/DRl.

Pagrindinés lygtys, aprasancios medziagy koncentracijy dinamika dia-

lizés membranoje ir difuzijos sluoksnyje (2.34), bedimensése koordinatése
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isreiskiamos tokiu budu (A\g—1 < X < A, £ =2,3, T > 0):

. 25
Z? gﬁ ng (2.48a)
5;; lz))if gif; ki Py (2.48b)
a@? %j: (2))52 + kS Py, (2.48¢)
o e P ok (2.484)
0P,  Dpy 0°Py — 2y Sy By (2.48e)

OT  Dp 0X2

Pradineés salygos (2.35) transformuojamos i tokias bedimenses pradines
salygas (T = 0):

A

R(X,0) = Si(X,0) = P(X,0) =0, 0<X <X\, k=12 (249a)
Erea(X,0) =0, E,(X,0)=E) 0<X <\, (2.49b)
R(X,0) = Sp(X,0) = P(X,0) =0, M <X<X, k=12 (2.49)
Pu(X,0)=0, M<X<X, k=12, (2.49d)
R(X,0)=Sp(X,00) =0, M<X<X, k=12, (2.49¢)
R(Xs3,0) = Ry, Si(Xs,0) = Sy, (2.49f)
A 0, Tg, >0,

Sa(A3,0) = { S0, TS2 —0. (2.49g)

Derinimo salygos (2.36) transformuojamos tokiu budu (7" > 0, m =
1,2):

D O Dpmi1 OF
D ;‘9_)1? ~ Dransy g_)fj_ 7 (2.50a)
R1 X Rl X=xh
D S Dg, m 5
Dsm % _ % +1 % k=12 (2.50b)
Rl X=in Rl X=\h
D P _ Dpymi1 0P
DPkm % % +1 ZXI:: . k=12 (2.50¢)
R1 X—am Rl X=Xk

Krastinés salygos (2.37) transformuojamos j tokias krastines salygas be-
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dimenseése koordinatése (17" > 0):

R(Xs,T) = Ry, (2.51a)

Si(As, T) = Sho, (2.51b)
. 0, T<Tyg

So(N3, T) =4 2% 2.51
2, ) { S, T>Ts, (2:51c)

Pi(X3,T) =0, k=12 (2.51d)

Krastinés salygos (2.38) transformuojamos j tokias bedimenses krastines
salygas (T > 0):

A

o
—
(@)

,T) =0, (2.52a)
P(0,T) = 0. (2.52b)

Krastinés salygos (2.39) ver¢iamos j bedimenses koordinates tokiu budu
(T > 0):

Dsp 95| __Dpa 9P (2.53a)
Dpry 0X Yo Dpr1 0X Yo
Dy 05| _ _Dpy 05 (2.53b)
Dp 0X o Dpy 0X o
o nepratekéjimo salyga (2.40) taip (7" > 0):
OR
— = 0. 2.54
X 0 (2.54)
X=0

2.3. Apibendrinimas

Siame skyriuje buvo pristatyti biojutiklio su inhibicija substratu ir pro-
duktu bei biojutiklio su substraty sinergija matematiniai modeliai. Bioju-
tiklio su inhibicija substratu ir produktu modelyje buvo padaryta kvazi-
stacionarumo prielaida, taip supaprastinant biojutiklio modelj bei pagreiti-
nant uzdavinio sprendimg skaitiniais metodais. Abiejuose modeliuose yra
daroma prielaida, kad elektrocheminés reakcijos yra pakankamai greitos,
kad elektrocheminiy reakcijy reagentai buty pilnai suvartojami, vos pasieke
elektrodo pavirsiy.
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3 skyrius

Biojutikliy modeliavimo automatizavimas

Biojutikliy veikimo modeliavimas susideda is keliy daliy. Pirmiausia su-
kuriamas matematinis modelis, tuomet pagal matematinj modelj yra kuria-
mas atitinkamas skaitinis modelis, tada kuriama programiné jranga, spren-
dzianti skaitinj uzdavinj, o galiausiai, naudojantis Sia programine jranga,
yra tiriamas biojutiklio veikimas. Tam, kad kiekvieng kartg norint sumode-
liuoti naujg biojutiklj nereikéty atlikti visy modeliavimo Zingsniy is naujo,
reikia dalj veiksmy automatizuoti.

Siam tikslui buvo sukurta programiné jranga, kurig naudojant auto-
matizuotai atliekami pirmieji trys modeliavimo zingsniai. Vartotojas jveda
duomenis apie modeliuojamajj biojutiklj, naudodamasis dalykinés srities sa-

vokomis, ir programa atlieka atitinkamus skaic¢iavimus.

3.1. Apibendrintasis biojutiklio su inhibicija substratu ir

produktu modelis

3.1.1. Dalykinés srities modelio aprasymas

Projektuojant programine jranga, skirta biojutikliy su inhibicija sub-
stratu ir produktu modeliavimui, buvo sukurtas dalykinés srities mode-
lis (Larman, 2001). Sis modelis buvo vizualizuotas UML klasiy diagramomis
3.1 pav., 3.2 pav. ir 3.3 pav. (Fowler, 2003; Ambler, 2005). Diagramose
pavaizduotos klasés néra programinés jrangos klasés, tai dalykinés srities
koncepcinés klasés (konceptai). Sis apibendrintas dalykinés srities mode-
lis apibrézia aibe biojutikliy, kuriuos geba modeliuoti sukurtoji programineé
jranga.

Modelis buvo isskaidytas j tris dalis, atitinkancias tris biojutiklio mode-
lio aspektus. UML klasiy diagrama, pavaizduota 3.1 pav., atspindi bioju-
tiklio modelio dalis, charakterizuojancias biojutiklio strukturg ir medziagy
difuzija biojutiklyje. Klasiy diagrama 3.2 pav. vaizduoja biojutiklio mode-
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lio cheminés kinetikos aspekta, o trecioji diagrama, pavaizduota 3.3 pav.,

charakterizuoja keitiklio veikima.

. 1 Yrap 2 5 .
Sluoksnis Medziaga sluoksnyje
sluoksnio numeris difuzijos koeficientas
sluoksnio storis
1.%
1.%
A A
Sudarytas i§ Yra
1 1

Yra
Biojutiklis }# Medziaga

koncentracija tirpale

3.1 pav. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu dalykineés srities
modelis. Biojutiklio strukturos ir medziagy difuzijos aspektas.

Pirmiausia aptarsime biojutiklio strukturg ir medziagy difuzija. Bioju-
tiklis yra sudarytas is keliy daliy — sluoksniy. Klasiy diagramoje 3.1 pav.
biojutiklj atitinka Biojutiklio konceptas, o biojutiklio sluoksnj — Sluoksnio
konceptas. Naudodami rysj Sudarytas is, parodome, kad biojutiklis gali
buti sudarytas i vieno arba daugiau sluoksniy. Sluoksnis turi atributus
sluoksnio numeris ir sluoksnio storis. Atributas sluoksnio numeris reikalin-
gas tam, kad buty galima nurodyti, kokiu eiliSkumu biojutiklio sluoksniai
sudéti, pradedant numeracija nuo sluoksnio, uzdéto tiesiogiai ant elektrodo.
Atributas sluoksnio storis nurodo biojutiklio sluoksnio storj.

Biojutiklio konceptas yra susietas su Medziagos konceptu. Modelyje fi-
guruos tik dvi medziagos: substratas ir produktas. Taip yra todél, kad
modelyje daroma kvazistacionarumo prielaida ir laikoma, kad kitos medzia-
gos (fermentas ir jo kompleksai su substratu bei produktu) nedaro jtakos
biojutiklio veikimui ir néra jtrauktos j koncepcinj modelj. Abi modeliuo-
jamos medziagos Sioje diagramoje nesiskiria viena nuo kitos, kadangi tai
nedaro jtakos biojutiklio strukturai ar difuzijai. Medziagos konceptas turi
atributa koncentracija tirpale, kuris nurodo, kad tokia medziagos koncentra-
cija yra tirpale biojutikliui pradeéjus veikti ir si koncentracija bus islaikyta
biojutiklio veikimo metu.

Konceptas MedzZiaga sluoksnyje atitinka medziagg, patalpintg i bioju-
tiklio sluoksnj. Sis konceptas turi atributa difuzijos koeficientas, kuris yra
specifiskas medziagai ir sluoksnio terpei, kurioje $i medziaga difunduoja.
Rysys su Sluoksnio konceptu nurodo, kad kiekviename biojutiklio sluoks-
nyje yra abi medziagos. Ar medziaga iS tikryjy gali patekti j konkrety
biojutiklio sluoksnj, nulemia medziagos difuzijos koeficientai tame ir kituo-
se sluoksniuose. Jeigu medziaga negali difunduoti konkreciame sluoksnyje,
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tuomet koncepto MedzZiaga sluoksnyje atributas difuzijos koeficientas bus
lygus 0.

Kitas svarbus biojutiklio modelio aspektas yra cheminé kinetika. Kal-
bant apie cheming kinetika, atsiranda skirtumai tarp skirtingy biojutiklio
sluoksniy. Diagramoje, pavaizduotoje 3.2 pav., atsiranda naujas konceptas
— Fermento sluoksnis, kuris paveldi atributus is Sluoksnio koncepto, o taip
pat turi papildomg atributg fermento koncentracija. Biojutiklis visada turi
vieng ar daugiau Sio koncepto egzemplioriy. Tai yra butina salyga, kadangi
fermentinés reakcijos gali vykti tik tokio tipo sluoksniuose.

1 Biojutiklis |1 Vyksta® (.1 | Substrato inhibicija
|

¥ Vyksta 1 1 ks greicio konstanta
Vyksta k.3 greicio konstanta
v 0.1 Sudarytas i§ X
- N ‘ Sluoksnis ‘ 0.1 0.1
Produkto inhibicija -
k4 greiio konstanta «\/yksta N ‘ A
k.4 greicio konstanta - 1. Vyksta
0.1 = Fermento sluoksnis
fermento koncentracija 1.7 A
Dalyvauja
1 1.7
Biokatalizés reakcija
k4 greicio konstanta 1 4\Vyksta
k.1 grei€io konstanta <« Dalyvauja Medziaga
k. grei¢io konstanta
1 1
1 1
Gami
amina » 1 } Produktas ‘ ‘ Substratas ‘
<« Dalyvauja | 1

3.2 pav. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu dalykinés srities
modelis. Cheminés kinetikos aspektas.

Biokatalizés reakcijos konceptas atitinka biokatalizés reakcija (2.1). Che-
miniu poziuriu tai yra trys reakcijos, todél konceptas turi tris atributus, ati-
tinkancius tris reakcijy greic¢io konstantas. Rysio Vyksta kardinalumai rodo,
kad biojutiklyje visada turi vykti tik viena biokatalizés reakcija. Tai reis-
kia, kad net tuo atveju, kai biojutiklis sudarytas is keliy fermento sluoksniy,
juose turi buti naudojamas tas pats fermentas.

Diagramoje taip pat matome, kad biojutiklyje vyksta inhibicija sub-
stratu. Inhibicijos substratu konceptas atitinka reakcija (2.2), todeél turi du
atributus, atitinkanc¢ius pirminés ir griztamosios reakcijy greic¢io konstantas.
Rysio tarp Biojutiklio ir Inhibicijos substratu koncepty kardinalumas rodo,
kad inhibicija substratu biojutiklyje gali vykti arba nevykti, tai nulemia
fermento bei substrato cheminé prigimtis.

Inhibicijos produktu konceptas atitinka reakcija (2.3), o jo atributai ati-
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tinka pirminés ir griztamosios reakcijos greicio konstantas. Analogiskai kaip
ir inhibicijos substratu atveju, rysio su Biojutikliu kardinalumas rodo, kad
inhibicija produktu biojutiklyje gali vykti arba nevykti.

Konceptai Biokatalizés reakcija, Inhibicija substratu ir Inhibicija pro-
duktu susieti su Fermento sluoksnio konceptu rysiais, pavadintais Vyksta.
Sie rysiai nurodo, kad fermento sluoksniuose vyksta visos Sios reakcijos.
Inhibicijos substratu ir produktu reakcijos gali ir nevykti.

Modeliuojant chemine kinetika, atsiranda poreikis detaliau tipizuoti che-
mines medziagas. Cheminés kinetikos poziuriu, viena medziaga yra substra-
tas, o kita yra produktas. Todél is koncepto MedZiaga iSvedami du konceptai
Substratas ir Produktas.

Substratas dalyvauja biokatalizés reakcijoje, kuri gamina produkta. Subs-
tratas gali dalyvauti inhibicijos substratu reakcijoje, jeigu ji vyksta. Ati-
tinkamai produktas gali dalyvauti inhibicijos produktu reakcijoje, jeigu ji
vyksta konkrec¢iame biojutiklyje.

Paskutinis svarbus biojutiklio modelio aspektas yra keitiklis. Sis aspek-
tas yra pavaizduotas UML diagramoje 3.3 pav.

T a
Naudoja
1

. . | Turi Amperometrinis keitiklis
’ Biojutiklis K 3

perneSamy elektrony skaicius

3.3 pav. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu dalykineés srities
modelis. Keitiklio aspektas.

Kadangi yra modeliuojamas amperometrinis biojutiklis, toks biojutik-
lis turi tureti amperometrinj keitiklj, kuris atitinka diagramoje pavaizduo-
ta Amperometrinio keitiklio koncepta. Amperometrinio keitiklio konceptas
turi atributa pernesamy elektrony skaicius, kuris reikalingas sroves stiprio
apskaiciavimui. RySys tarp biojutiklio ir keitiklio koncepty nurodo, kad
biojutiklis visada turi vieng amperometrinj keitiklj. Koncepto Amperomet-
rinis keitiklis rysys su konceptu Produktas rodo, kad keitiklis visada naudoja
produkta.

3.1.2. Matematinis modelis

Pagal apibendrintajj dalykinés srities modelj, sudarykime apibendrin-
taji matematinj biojutiklio modelj. Dalykinés srities modelis teigia, kad
biojutiklis sudarytas is keleto sluoksniy. Pirmasis sluoksnis yra uzdeétas ant
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elektrodo, antrasis — ant pirmojo sluoksnio ir t.t. Kai kuriuose biojutiklio

sluoksniuose yra fermento ir juose vyksta fermentinés katalizés reakcija:

k?l k2
E+S ES— >E + P, (3.1a)
k_q
k3
ES + S ESS, (3.1b)
k_3
k4
E+P EP. (3.1¢)
k_4

Darant kvazistacionarumo prielaidg, galime kiekvienam sluoksniui uz-

rasyti tokias reakcijos-difuzijos lygtis:

o5 dRs) AOIG
ot % 022 Ky (L+p0/K,) +sO (1+sO/K;)’

op® _ ayo*p N Viaas® (3.2)
ot Poox? Ky (1+pO/K,) 4+ s (14 sO/K,)’

T € (al_l,al), a=a_1+d, [=1,...,L,

Ga x ir t yra atitinkamai atstumas nuo elektrodo ir laikas, s (x,t) ir
p®(x,t) yra atitinkamai substrato ir produkto koncentracija l-ajame sluoks-
nyje, d; yra l-ojo sluoksnio storis, a; yra l-ojo ir (141)-0jo sluoksnio sandu-
ra, ag = 0, ngl) ir Dg) yra substrato bei produkto difuzijos koeficientai
l-ajame sluoksnyje, V,ngx yra maksimalusis fermentinés reakcijos greitis 1-
ajame sluoksnyje, Ky, K, ir K, yra Michaelio konstanta, inhibicijos sub-
stratu konstanta ir inhibicijos produktu konstanta, L yra biojutiklio sluoks-
niy skaicius.

eg) pazymekime visy fermento formy koncentracijy suma l-ajame sluoks-

nyje. Tuose biojutiklio sluoksniuose, kuriuose fermento néra (e(()l) = 0), mak-
simalusis fermentinés reakcijos greitis bus lygus nuliui (Vrggx = kge(()l) =0).

Taigi befermenciams sluoksniams uzrasytose lygtyse kinetikos nario nelieka.

Laikykime, kad x = ag yra elektrodo pavirsius, o x = aj, yra pasku-
tiniojo biojutiklio sluoksnio sandura su tirpalu. Biojutiklis pradeda veikti
tuomet, kai paskutiniojo biojutiklio sluoksnio krasta pasiekia substrato mo-
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lekulés. Sudarykime atitinkamas pradines salygas (¢ = 0):

sO(x,00=0, z¢€la1,a], 1=1,...,L—1, (3.3a)
sE(z,0)=0, z€lap_1,ar), (3.3b)
s (ag,0) = s, (3.3¢)

¢ia sg yra substrato koncentracija tirpale.

Produkto koncentracija pradiniu laiko momentu lygi nuliui visuose bio-

jutiklio sluoksniuose:
p(z,0)=0, z€lay1,a, =1, L (3.4)

Substratui ir produktui krastinés salygos ant elektrodo pavirsiaus ski-
riasi. Substratas yra neutralus elektrodo atzvilgiu, todél jam yra taikoma
nepratekéjimo salyga, o produktas sureaguoja vos pasiekes elektrodo pavir-

siy, todeél jo koncentracija ant elektrodo visada lygi nuliui (¢ > 0):

(1)

(1)9s

Dy —| =0, (3.5a)
5 O =0

p1(0,1) = 0. (3.5b)

Sluoksniy sandurose apibrézkime derinimo salygas (¢ > 0):

as(l) as(l-i-l)
Dg) 9 gﬂ)—@x , s(l)(al,t) = s(l+1)(al,t), (3.6a)
r=q T=a
0 9rpli+1)
0 Op @+ Op ) 1+
Dy —— =Dy . pa,t) =p" " (a,t).  (3.6b)
ox o—ay ox v—ay

Sios derinimo salygos apibrézia, kad i$ l-ojo sluoksnio iSeinantys medzia-
gy srautai yra lygus i (141)-aji sluoksnj jeinantiems srautams, o medziagy

koncentracija ties sluoksniy sandiira yra vienoda abiejuose sluoksniuose.

Laikysime, kad paskutiniojo biojutiklio sluoksnio sanduroje su tirpalu
medziagy koncentracija visa laikg iSlaikoma pastovia (t > 0):

s ar,t) = so, (3.7a)
pP(ag,t) = 0. (3.7b)
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Biojutiklio srovés tankis apskai¢iuojamas, naudojantis Faradéjaus bei
Pirmuoju Fiko désniu (Baronas ir kt., 2010):
) ap(l)

j(t) = neFDP W s (38)
=0

Cia j(t) yra sroves tankis, n. — kruvio pernesimo metu pernesamy elektrony
skaicius, F' — Faradéjaus konstanta.

Stacionariosios biojutiklio srovés tankj js apibrézkime tokiu budu:

Jst = Jim j(2). (3.9)
3.1.3. Skaitinis modelis

Pagal ankstesniajame skirsnyje sudaryta apibendrintaji biojutiklio su
inhibicija substratu ir produktu matematinj modelj, sudarykime skaitinj

modelj.

Tam, kad skaitiskai iSsprestume misryjj uzdavinj (3.2) - (3.7), pradzioje
reikia ant srities [ag, ar] x [0, 7] uzdéti diskretyji tinkla (7" yra biojutiklio
veikimo trukmeé). Biojutiklio sluoksniy storiai gali labai skirtis, todél verta
kiekvienam sluoksniui zingsnj parinkti individualiai. Sudarykime tolygyji
diskretyjj tinkla, biojutiklio veikimo laikg dalindami j M lygiy daliy, o
kiekviena sluoksnj dalindami i N lygiy daliy:

wf(Ll) = {xl(-l) :xgl) =a_1+1ih, 1=0,...,N, ajg\l[) =},
wT:{thtj:jT, j:O,...,M, tM:T}, (310)
l=1,...,L,

¢ia h; yra erdveés zingsnis l-ajame biojutiklio sluoksnyje, 7 yra Zingsnis pagal
laika.

Pazymékime medziagy koncentracijas diskretinio tinklo mazguose tokiu
bud 0 (0 0
!
o t5), by = ()(352' ,t5),

7 )

(3.11)
i=0,....,N, j=0,....,M, 1=1,...,L.

Aproksimuokime pagrindines lygtis (3.2), naudodami baigtiniy skirtumuy
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metodo isreikstine schema:

Sz( 1 Sz Sz 1 _ZSZ(Z)+SZ(QI l l
U2 S s i
-
pd _ pO p® 2P() +ph
1,j+1 ij )i+l i—1, ) 1)
g g _DP J h2 J+V(Sz]7pm )7
T z (3.12)
() o)
T Ky (1+P /K)+S§j) (1+S /K)
i=1,....N—1, j=0,....M—1, I=1,... L.
Pradines salygas (3.3) perrasykime tokiu budu:
s =0 i=0,..N I=1,...,L-1, (3.13a)
s =0, i=0,... N-1, (3.13h)
S](\fo) = S0, (3.130)
o0 (3.4) perrasykime taip:
PP =0, i=0,..N, I=1,. L. (3.14)
Krastinés salygos (3.5) virsta tokiomis skirtuminémis lygtimis:
(1) (1)
Dgl) 51— Sq; _
hy ’
1 (3.15)
P =0,
j=1,... .M.

Derinimo salygos (3.6) aproksimuojamos tokiomis skirtuminémis lygti-

mis:
() ) (I+1) (1+1)
D(l) SNj B SN—l,j _ D(l+1)Slj - SOj S(l). _ S’(Hl)
S s a0 ONIT R0
() (1) (1+1) (1+1)
pW PNj B PN—l,j - D(l+1)P1j - POj Pl _ pl+1) (3.16)
P P ’ N 0 )
h‘l hl+1 J ¥

Krastinés salygos (3.7), apibrézianc¢ios medziagu koncentracijas pasku-
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tiniojo biojutiklio sluoksnio sanduroje su tirpalu, perrasomos tokiu budu:
L L :
SV =50, Py =0, j=1,....,M. (3.17)

Issprendus skaitinj uzdavinj, naudojantis medziagy koncentracijy reiks-
meémis tinklo mazguose, galima apskaic¢iuoti biojutiklio srovés tankj bet ku-

riuvo momentu t;, j=0,...,M:

P R

j(t;) ~ n DW= . (3.18)
1

3.1.4. Skaitinio uzdavinio sprendimas

Ankstesniame skirsnyje, naudodamiesi baigtiniy skirtumy metodu, su-
daréme skirtuminiy lygéiy sistema pagal isreikstine schema. Sj uzdavinj
galima spresti ir pagal neisreikstine schema. Sukurtaja programine jranga
galima spresti uzdavinj abiem Siais budais (Samarskii, 2001; Kvedaras ir
Sapagovas, 1974; Ciegis, 2003).

Skaitinio uzdavinio sprendimo algoritmas, kai naudojama isreikstiné

schema, pateiktas 3.4 pav. UML veikly diagramoje.

Skaiciuojamos
koncentracijos
sluoksniy
sandirose

Skaiciuojamos
koncentracijos
vidiniuose
sluoksniy taskuose

Pritaikomos
pradinés
salygos

Pereinama i
kitg eilute
pagal laikg,

[atsako laikas nepasiektas]

Pritaikomos

[atsako laikas pasiektas] ( Apskaiciuojamas -
@ R krastinés
sroves stipris
L salygos

3.4 pav. Uzdavinio sprendimas baigtiniy skirtumy metodu pagal iSreikstine
schemg.

UzZdavinio sprendimas prasideda, pritaikant pradines sglygas. Tai pa-
darius, yra gaunamos medziagy koncentracijos visuose gardelés taskuose,
atitinkanciuose pradinj laiko momenta t = 0.

Kadangi jau zinomos koncentracijos visuose Sios eilutés taskuose, perei-
nama ] kitg eilute.

[sreikstine schema pasizymi tuo, kad medziagy koncentracijos tinklo
taskuose yra isskai¢iuojamos iS koncentracijy ankstesnés eilutés taskuose,
taciau tokiu budu apskaiciuojamos tik koncentracijos vidiniuose biojutik-
lio sluoksniy taskuose. Lieka neapskaiciuotos medziagy koncentracijos ant
elektrodo pavirsiaus = 0, koncentracijos biojutiklio sluoksniy sanduro-
se bei koncentracijos taske, kur paskutinis biojutiklio sluoksnis ribojasi su
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tirpalu.

Koncentracijos biojutiklio sluoksniy sandurose skai¢iuojamos pagal de-
rinimo salygas. Kadangi derinimo salygose néra iSvestiniy pagal laika, Sios
koncentracijos apskaic¢iuojamos is einamosios eilutés tasky, kurie buvo ap-
skaic¢iuoti ankstesniame algoritmo zingsnyje.

Koncentracijos ant elektrodo pavirsiaus ir sanduroje su tirpalu skaic¢iuo-
jamos pagal krastines salygas. Ant elektrodo pavirSiaus substratui yra tai-
koma nepratekéjimo salyga. Skaitiniame uzdavinyje tai reiskia, kad kon-
centracija ant elektrodo pavirsiaus turi buti prilyginta koncentracijai gre-
ta esanciame vidiniame sluoksnio taske. Pagal produkto suvartojimo ant
elektrodo pavirsiaus krastine salyga, koncentracija siame taske prilyginama
0. Kadangi koncentracija Siame taske algoritmo eigoje nekinta, efektyvu-
mo délei algoritmas jgyvendintas tokiu budu, kad Sios reikSmeés nereikia
priskirti kiekvienoje iteracijoje. Krastinés salygos, apibréziancios medziagy
koncentracijas paskutiniojo biojutiklio sluoksnio sanduroje su tirpalu, taip
pat nurodo, kad ¢ia koncentracijos yra fiksuotos ir nekinta veikiant bioju-
tikliui. Algoritmas jgyvendintas taip, kad siy priskyrimy nereikéty atlikti
kiekvienoje iteracijoje.

Kai zinomos medziagy koncentracijos visuose einamosios eilutés taskuo-
se, tuomet yra apskai¢iuojamas sroves stipris. Priklausomai nuo salygos,
kaip yra nustatomas atsako laikas, Sis sroves stipris gali buti reikalingas
nustatyti, ar jau pasiektas atsako laikas. Jeigu atsako laikas jau pasiektas,
tuomet algoritmas baigia darbg. Kitu atveju pradedama nauja iteracija,
kuri prasideda peréjimu j kitg diskreciojo tinklo eilute.

Skaitinio uzdavinio sprendimo algoritmas, kai naudojama neisreikstiné
schema, pateiktas 3.5 pav. UML veikly diagramoje.

Sudaromos lygtys

Pritaikomos Pereinama j 1 Sudaromos lygtys ) =
- o sluoksniy sanddroms
pradinés kitg_eilute vidiniams -
. pagal derinimo
salygos pagal Ialka sluoksniy taskams

salygas

[atsako laikas nepasiektas]

[atsako laikas pasiektas] Apskaigiuojamas ISsprendziama Sudaromos lygtys
@ PR tiesiniy lyg€iy pagal krastines
sroves stipris .
sistema salygas

3.5 pav. Uzdavinio sprendimas baigtiniy skirtumy metodu pagal neisreiks-
tine schema.

Algoritmas prasideda analogiskai kaip ir isreikstinés schemos atveju, pri-
skiriant koncentracijas pagal pradines salygas ir pereinant j kitg eilute pagal
laika.
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Neisreikstiné schema yra ypatinga tuo, kad ja naudojantis, negalima is
karto suskaiciuoti koncentracijy, naudojantis koncentracijomis ankstesnés
eilutés taskuose. Neisreikstinés schemos atveju, norint suskaic¢iuoti einamo-
sios eilutés taskus, reikia sudaryti lygéiy sistema, kurios nezinomieji yra Sios
koncentracijos.

Pirmiausia sudaromos lygtys vidiniams biojutiklio sluoksniy taskams.
Kiekvienoje lygtyje yra naudojama viena koncentracija iS ankstesnés eilutés
ir trys nezinomieji, atitinkantys koncentracijas einamosios eilutés taskuose.
Tam, kad sudarytos lygtys buty tiesinés, lygties kinetikos dalis yra apskai-
¢iuojama pagal ankstesnéje iteracijoje suskaiciuotas koncentracijy reiksSmes.

Koncentracijoms biojutiklio sluoksniy sanduros taskuose apskaiciuoti,
kaip lygtys yra jrasomos derinimo salygos.

Tam, kad lygciy sistemoje buty tiek lygciy, kiek yra nezinomuyjy, dar
tritkksta dviejy lygéiy. Sios dvi lygtys yra sudaromos pagal krastines sa-
lygas. Viena krastiné salyga apibrézia medziagy koncentracijas elektrodo
pavirsiuje, o kita — paskutiniojo biojutiklio sluoksnio sanduroje su tirpalu.

Sudarytos tiesiniy lygciy sistemos matrica yra trijstrizainé. Deél Sios
savybés lygciy sistema labai efektyviai iSsprendziama, naudojantis specialiu
algoritmu (Kvedaras ir Sapagovas, 1974).

I[ssprendus tiesiniy lygé¢iy sistema, suzinomos visos koncentracijos eina-
mosios eilutés taskuose. Tuomet yra apskaic¢iuojamas sroves stipris. Jeigu
atsako laiko nustatymo salyga reikalauja, Sis sroves stipris yra naudojamas
nustatyti, ar jau pasiektas atsako laikas. Tuo atveju, kai atsako laikas pa-
siektas, algoritmas baigia darba. Jeigu atsako laikas nepasiektas, pereinama

1 kita diskreciojo tinklo eilute ir taip prasideda nauja algoritmo iteracija.

3.1.5. Programiné jranga

Programiné jranga, skirta spresti biojutiklio modeliavimo uzdaviniui,
yra sudaryta is dviejy daliy, kaip pavaizduota UML komponenty diagramoje
3.6 pav.

2 || Skaiciavimai 2 ]

Vartotojo sasaja (O Kalkuliatorius

3.6 pav. Programinés jrangos architektura.

Kalkuliatoriumi yra pavadinta programinés jrangos dalis, sprendzianti
skaitinj uzdavinj baigtiniy skirtumy metodu pagal iSreikstine ir neisreikstine
schemas. Si programinés jrangos dalis yra realizuota dinamine biblioteka
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libbiosensor calculator.so.

Labai svarbu, kad si programos dalis veikty kuo efektyviau, kadangi
kompiuterinis modeliavimas yra imlus procesoriaus laikui. Dél Sios priezas-
ties dinaminé biblioteka Kalkuliatorius buvo jgyvendinta C programavimo
kalba (Press ir kt., 1992). Si dinaminé biblioteka yra atvirojo kodo, iseities
tekstai pateikti adresu: https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-
Calculator-Library.git.

Kitas programinés jrangos komponentas yra vartotojo sasaja. Naudo-
damas vartotojo sgsaja, vartotojas pateikia programai modeliuojamojo bio-
jutiklio parametrus. Buvo sukurta grafiné vartotojo sasaja, kuri buvo jgy-
vendinta programa BiosensorSimulator.

Grafiné vartotojo sgsaja buvo kuriama C++ programavimo kalba, nau-
dojant Qt vartotojo sasajos kurimo bibliotekas. Qt yra multiplatformineé
technologija, todél tuos pacius iSeities tekstus galima kompiliuoti skirtingose
operacinese sistemose. Si programa taip pat yra atvirojo kodo, iseities teks-
tai pateikti viesai, adresu: https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-
Simulator.git.

X BiosensorSimulator oK)
“ Biocatalytic reaction
Kinetics
Geometry k1 kz
Calculations. E + S ? ES - E + P
- — " G

Substrate inhibition reaction

ks
ES + S (__’ ESS . Include substrate inhibition
ks

Product inhibition reaction

ks
E + P (—_) EP D Include product inhibition
ke

Electrones passed during a charge transfer on an electrode surface

P (+/-) ne € = Pfinal ne= (D

3.7 pav. Reakciju skirsnis.

Abiejy programinés jrangos komponenty vykdomieji failai, skirti kelioms
operacinems sistemoms, yra pateikti adresu: http://uosis.mif.vu.lt/~dainius/.

Kaip matome is diagramos 3.6 pav., programineés jrangos komponentai
bendrauja per sasaja Skaiciavimai. Vartotojo sgsaja pagal vartotojo nuro-
dytus biojutiklio parametrus suformuoja tam tikrg duomeny strukturg, kuri
yra perduodama Kalkuliatoriuz.
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https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-Calculator-Library.git
https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-Calculator-Library.git
https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-Simulator.git
https://github.com/dainiussimelevicius/Biosensor-Simulator.git
http://uosis.mif.vu.lt/~dainius/

Grafinéje vartotojo sasajoje parametrai, kuriuos vartotojas turi pateikti
programai, yra suskirstyti j keturias grupes. Programoje tai atitinka keturis
skirsnius, pavadintus: Reactions, Kinetics, Geometry ir Calculations.

3.7 pav. yra pateiktas ekrano vaizdas, kuriame matosi atvertas skirs-
nis Reactions. Siame skirsnyje yra pateikta cheminiy reakcijy, vykstanéiy
biojutiklyje, schema. Cia, naudojant atitinkamus Zymimuosius langelius,
galima nurodyti, ar biojutiklyje vyksta inhibicija substratu ir inhibicija pro-
duktu. Siame skirsnyje taip pat reikia nurodyti, kiek elektrony dalyvauja
kruvio pernasoje elektrochemineés reakcijos metu.

|K o BiosensorSimulator CORENES

Reactions
L 4

Reaction rate constants of biocatalytic reaction
ki = mol™ - [-s

Geometry

Calculations ki=({000_)s’ Ky = —k'1k’: k2__ 1 0000e-2 mol- I
kz= ({000 _)s"
Reaction rate constants of substrate inhibition reaction
ks = (1000_Jmol™-1.s" K
Ks= —=— = 1.0000e-3 mol-["
G z
Reaction rate constants of product inhibition reaction
k&:Dmol"-l-s" ks 1
K,= —— =0 mol - [
O ke

3.8 pav. Kinetikos skirsnis.

3.8 pav. yra pateiktas ekrano vaizdas, kuriame matosi atvertas skirsnis
Kinetics. Siame skirsnyje vartotojas turi jvesti reakcijy grei¢io konstan-
tas. Kadangi Reactions skirsnyje buvo pazymeéta, kad inhibicija produktu
nevyksta, reakcijos greicio konstanty k4 ir k_4 jvedineéti nereikia.

|K o/ BiosensorSimulator & @ & |
Reactions
E Enzyme layer | Ds = pm?-s7 Dp=(T00__Jum?-s" d=({0__ Jum [Elo=(Te5_Jmol 1" ¥
Calculations
Difisielyer | Ds=(200_Jum?- s Dp=@00_Jum’-s* d=G00_Jum X

sulksotion  |[S] =(0,03 _ Jmol- 7 [P] =D’“°l‘“

[ Add enzyme layer J [ Add diffusive layer ]

3.9 pav. Biojutiklio strukturos (geometrijos) skirsnis.

3.9 pav. yra pateiktas ekrano vaizdas, kuriame matosi atvertas skirsnis
Geometry. Siame skirsnyje vartotojas gali apibrézti biojutiklio struktiira
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— pridéti biojutiklio sluoksnius, nurodyti juy storius ir medziagy difuzines
savybes Siy sluoksniy terpése. Jeigu biojutiklio sluoksnis yra fermentinis
sluoksnis, tuomet papildomai reikia nurodyti ir fermento koncentracija Sia-
me sluoksnyje. Jeigu apibréziami keli fermentiniai sluoksniai, tai laikoma,
kad visuose sluoksniuose yra tas pats fermentas. Siame skirsnyje taip pat

nurodomos substrato ir produkto koncentracijos tirpale.

[ X BiosensorSimulator 9 @ @)

Reactions The type of finite difference scheme

Kinetics

Geometry O Use explicit scheme

Time step
at=G=T s

Grid points for a layer

N=

Response time

O Until steady-state

. Until steady-state with minimum time Emin :5
O Fixed response time = DS

Output file

loutput.dat )

3.10 pav. Skaiciavimy skirsnis.

3.10 pav. yra pateiktas ekrano vaizdas, kuriame matosi atvertas skirsnis
Calculations. Siame skirsnyje jvedami parametrai néra susije su biojutik-
lio matematiniu modeliu. Pirmiausia programai nurodoma, kokia baigtiniy
skirtumy schema bus naudojama: isreikstiné ar neisreikstiné. Parametras
At nurodo zingsnj pagal laika skaitiniame uzdavinyje. Zingsnis pagal erdve
yra apskaiciuojamas pagal parametra N, kuris nurodo j kiek daliy reikia
dalinti kiekvieng biojutiklio sluoksnj, formuojant diskretyjj tinklag. Tuomet
programai nurodoma, kokiu budu nustatyti kada programa turi baigti si-
muliavima, kitaip tariant, kaip nustatyti atsako laika. Pasirinkti galima is
trijy varianty. Jeigu pasirenkamas variantas iki pusiausvyros nusistovéjimo,

tai algoritmas naudoja tokig formule atsako laikui nustatyti:

. t|djt) . .
t, = tr— |2 b ) & g, 3.19
ﬁ%lilo{ ﬂt)‘ dt 5} ) 2 G (319)

¢ia t, yra biojutiklio atsako laikas, o € — gesimo konstanta. Programoje
naudojama gesimo konstanta ¢ = 1073.
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Taip pat galima pasirinkti tokj biojutiklio atsako skaiciavimo buda, kai
t, skai¢iuojama jau minétuoju budu, taciau dydis negali buti mazesnis uz

nurodyta minimaly laika ¢,,;,:

‘dj (t)
dt

t
t, = mi t: — i(t,) & Jst. 3.20
r tgtlf}n{ 70 <6}, J(tr) = Jst (3.20)
Treciuoju budu galima tiesiog nurodyti atsako laika t,. Paskutinis Siame
skirsnyje jvedamas parametras nurodo, kokiame faile iSsaugoti skaiciavimy
rezultatus.

loutput2|dat
Ces Tmss

3.11 pav. Lygiagreciai gali buti paleisti keli skai¢iavimai.

Output file

Lygiagreciai galima paleisti keletg skaic¢iavimy. Tuomet kiekvienas skai-
¢iavimas atliekamas atskiroje gijoje. Tai naudingiausia tuomet, kai kompiu-
teris turi kelis procesorius ar procesorius turi kelis branduolius. Programos
lango apacioje atsiranda indikatoriai, rodantys kiek sekundziy biojutiklio

veikimo susimuliuota, kaip parodyta 3.11 pav.

3.2. Universalusis biojutiklio modelis

Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu modeliavimui sukurta
programiné jranga netinka biojutiklio su substraty sinergija modeliavimui.
Siam tikslui buvo sukurta kita programiné jranga. Sia programine jranga
galima modeliuoti zymiai didesne aibe biojutikliy. Si aibé apima tiek bio-
jutiklius su inhibicija substratu ir produktu, tiek biojutiklius su substraty

sinergija, taciau tuo neapsiriboja.

3.2.1. Dalykinés srities modelio aprasymas

Pries kuriant programine jranga, buvo sukurtas dalykines srities mo-
delis (Larman, 2001). Dalykinés srities modelis buvo vizualizuotas UML
klasiy diagrama, pavaizduota 3.12 pav. (Fowler, 2003; Ambler, 2005).

Siame modelyje néra daroma kvazistacionarumo prielaida. Visos me-
dziagos ir reakcijos yra traktuojamos vienodai. Diagramoje pavaizduotos
koncepcinés klasés (koncepto) Medziaga egzemplioriai gali buti tiek smul-
kios neorganinés medziagos, tiek stambios organinés medziagos, pvz. fer-

mentai. Koncepto MedzZiaga atributas koncentracija tirpale nurodo, kokia
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1 <« Naudoja

1 Reakcijos dalyvis reagentas
produktai | stechiometrijos koeficientas | 1 <Gamina
- produktas
A Yra A
Gamina 1 1 1
Medziaga Elektrocheminé reakcija
koncentracija tirpale perneSamy elektrony skai¢ius
1.% 1 *
Yra »

Cheminés reakcijos reagentas 1.

Medziaga sluoksnyje

reakcijos laipsnis

difuzijos koeficientas

reagentai| 1..* pradiné koncentracija
A
Naudoja 1.%
A
1 1 Yra Yra A
Cheminé reakcija 1
reakcijos greiéio konstanta Sluoksnis
* sluoksnio numeris
sluoksnio storis
Sudarytas is » 1.%
<« Vyksta 1 1 | Vyksta »
1 Biojutiklis | 1

3.12 pav. Universalusis dalykinés srities biojutiklio modelis.

pastovi medziagos koncentracija yra palaikoma tirpale, j kurj yra patalpin-
tas biojutiklis. RysSys su konceptu Biojutiklis nurodo, kad biojutiklyje turi
buti bent viena medziaga.

Analogiskai kaip ir biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu dalyki-
nés srities modelyje, biojutiklis yra sudarytas is vieno ar daugiau sluoksniy.
Koncepto Sluoksnis atributas sluoksnio numeris skirtas nurodyti, kokiu ei-
liskumu yra sudeéti biojutiklio sluoksniai, pradedant numeruoti nuo uzdéto
tiesiogiai ant elektrodo.

Apibudinti medziagai, patalpintai j biojutiklio sluoksnj, buvo sukurtas
Medziaga sluoksnyje konceptas. Sis konceptas turi du atributus. Atributas
difuzijos koeficientas nurodo medziagos difuzines savybes sluoksnio terpé-
je. Sluoksnio terpé turi buti homogeniska ir visame jo turyje turi buti
islaikytos vienodos medziagy difuzinés savybés. Antrasis atributas pradiné
koncentracija nurodo, kokia medziagos koncentracija atitinkamame bioju-
tiklio sluoksnyje yra pradedant veikti biojutikliui. Imobilizuotas fermentas
gali buti modeliuojamas, nurodant difuzijos koeficienta lygy nuliui ir atitin-
kamg pradine fermento koncentracija biojutiklio sluoksnyje.
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Koncepto MedZiaga sluoksnyje rySys su Sluoksnio konceptu rodo, kad
kiekviename biojutiklio sluoksnyje yra daug medziagy. Tuo tarpu rysys su
Medziagos konceptu rodo, kad ta pati medziaga yra daugelyje biojutiklio
sluoksniy.

Biojutiklyje vyksta reakcijos, kurios yra padalintos i chemines ir elekt-
rochemines. Jas atitinka konceptai Cheminé reakcija ir Elektrocheminé re-

akcija. Biojutiklyje gali vykti daug cheminiy ir elektrocheminiy reakcijy.

Cheminés reakcijos koncepta apibudina atributas reakcijos greicio kons-
tanta. Kiti cheminés reakcijos aspektai yra apibudinti rysiais Naudoja ir
Gamina. Kiekviena cheminé reakcija naudoja reagentus ir gamina produk-
tus.

Cheminés reakcijos produktus modelyje atitinka Reakcijos dalyvio kon-
ceptas. Sis konceptas turi atributa stechiometrijos koeficientas, kuris ro-
do reakcijos dalyvio molinj santykj su kitais reakcijos dalyviais konkrecioje
reakcijoje. Kiekviena cheminé reakcija gali gaminti vieng ar daugiau pro-
dukty. Reakcijos dalyvis yra medziaga, todel Reakcijos dalyvio konceptas
susietas su MedzZiagos konceptu rysSiu Yra. Medziaga gali buti keliy reakcijy
dalyviu.

IS Reakcijos dalyvio koncepto yra iSvestas Cheminés reakcijos reagento
konceptas, kuris paveldi atributa stechiometrijos koeficientas, o taip pat turi
papildoma atributa reakcijos laipsnis. Pastarasis atributas nurodo, koks
yra reakcijos laipsnis pagal konkrety reakcijos reagenta (Connors, 1990).
Cheminés reakcijos konceptas yra susietas rysiu Naudoja kaip tik su Siuo
iSvestiniu reakcijos dalyvio konceptu.

Tais atvejais, kai cheminé reakcija yra griztamoji, modelyje turi buti du
Cheminés reakcijos koncepto egzemplioriai. Sie egzemplioriai turi atitikti

tiesiogine ir griztamajag reakcijas.

Biojutiklyje gali vykti kelios elektrocheminés reakcijos. FElektrocheminés
reakcijos konceptas turi atributa pernesamy elektrony skaicius. Visy elekt-
rocheminiy reakcijy greiciai siame modelyje laikomi begaliniais ir reakcijos
yra negrjztamosios. T.y. laikoma, kad elektrodo potencialas parinktas to-
kiu budu, kad visas reagentas, patekes ant elektrodo, i karto sureaguoja
ir virsta produktu. FElektrocheminés reakcijos koncepto rysiai Naudoja ir
Gamina su Reakcijos dalyvio konceptu rodo, kad kiekviena elektrocheminé
reakcija siame modelyje turi vieng reagenta ir vieng produkta.
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3.2.2. Matematinis modelis

Pagal apibendrintajj dalykinés srities modelj, sudarykime apibendrintajj

matematinj biojutiklio modelj.

Sakykime, kad cheminése ar elektrocheminése reakcijose dalyvaujanciy
medziagy yra P (reakciju dalyviais vadinsime tiek reakciju reagentus, tiek
reakcijy produktus). Pazymékime jas My, My, ..., Mp. Biojutiklyje vyksta

tam tikras skaic¢ius R cheminiy reakciju. Pazymékime jas Ri, Rg, ..., Rp:

k1
R, : <_Va1)Ma + (_Vbl)Mb + ... ——> vaM, +vyuMg+ ... ,

(3.21)
kr
Rp: (_VeR)Me —+ (—VfR)Mf +... —> VgRMg 4+ vprMp + ...,
CL?b?C?d?e?f?th - 17"'7P7
¢ia ki, ..., kr yra reakcijy greicio konstantos, v, yra medziagos M, stechio-

metrijos koeficientas reakcijoje R,,, kairéje lygties puséje esantys koeficientai
yra neigiami, o desinéje puse¢je — teigiami. Jeigu medziaga M, nedalyvauja
reakcijoje Ry, tai v, = 0. Ta pati medziaga negali buti ir kairéje, ir desinéje
reakcijos lygties puséje. Ta pati medziaga gali dalyvauti keliose reakcijose,

tiek kaip reagentas, tiek kaip reakcijos produktas.

Biojutiklyje vyksta tam tikras fiksuotas skaic¢ius F elektrocheminiy re-
akcijy. Pazymékime jas Eq, Eo, ..., Eg:

E1 . GalMa + TL16_ - Gble,
(3.22)

Eg: chMc +nge” > leMd,
a,bc,d=1,..., P,

¢ia 0y yra medziagos M, stechiometrijos koeficientas elektrocheminéje reak-
cijoje E;. Jeigu medziaga M, nedalyvauja elektrochemingje reakcijoje E;, tai
0, = 0. ny yra elektrocheminés reakcijos E; metu pernesamy elektrony skai-
¢ius. Reakcijos Eq, ..., Eg gali buti tiek anodinés, tiek katodinés. Ta pati
medziaga negali dalyvauti daugiau nei vienoje elektrocheminéje reakcijoje.

Naudodami Antrajj Fiko désnj ir Veikianciyjy masiy désnj, galime api-
brézti medziagy koncentracijy dinamika, sudarydami reakcijos-difuzijos lyg-
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tis:

Gmg) 62mp r (e
ot Di, 02 +Z”p" [Ty (3.23)

r=1

:L’E(al_bal), al:al_l—l—dl, p=1,...,.P, l=1,...,L,
¢ia x ir ¢ yra atitinkamai atstumas nuo elektrodo ir laikas, ml(f) (x,t) yra me-
dziagos M,, koncentracija l-ajame biojutiklio sluoksnyje, d; yra l-ojo sluoks-
nio storis, a; yra l-ojo ir (141)-ojo sluoksnio sandura, ag = 0. Dg\l}p yra
medziagos M, difuzijos koeficientas l-ajame sluoksnyje, L yra biojutiklio
sluoksniy skaicius, oy, yra reakcijos R, laipsnis pagal medziaga M,. Jeigu
medziaga M, néra reakcijos R,, reagentas, tuomet o, = 0.

Laikykime, kad x = ag yra elektrodo pavirsius, o x = ajy, yra paskuti-
niojo biojutiklio sluoksnio sandura su tirpalu. Pradiniu laiko momentu bet
kuriame biojutiklio sluoksnyje gali buti tam tikra medziagos koncentracija.
Tokiu budu galima apibrézti fermento koncentracija fermento sluoksnyje.
Jeigu modeliuojamasis sluoksnis yra difuzijos sluoksnis, tai Siame sluoksnyje
pradiniu laiko momentu apibrézus koncentracijas, lygias medziagy koncen-
tracijoms tirpale, bus modeliuojamas atvejis, kai biojutiklis yra jmerkiamas

i jau paruosta tirpala. Apibrézkime pradines salygas tokiu budu (¢ = 0):

m(l)(x,()):m(l) xr € la-1,q], =1,...,L—1,

P 0>
miP(,0) = mip), @ € log1,az), (3.24)
m](jL (aL7 ) Mpo, |
p=1....P,

.. .. o ! ..
Cia myo yra medziagos M, koncentracija tirpale, o még yra medZziagos M,,

koncentracija l-ajame sluoksnyje pradiniu laiko momentu.

Elektrodo pavirsiuje medziagos elgiasi skirtingai. Tai priklauso nuo to,
ar medziaga dalyvauja elektrocheminéje reakcijoje, ar ne, taip pat, ar ji yra
elektrocheminés reakcijos reagentas, ar produktas. Elektrocheminiy reakci-
ju reagentai ant elektrodo pavirsiaus sureaguoja, ir juy koncentracija tampa
lygi nuliui. Apibrézkime tai tokiomis krastinémis salygomis (¢ > 0):

m{V(0,t) =0, p:M,€ER, (3.25)

¢ia R yra elektrocheminiy reakcijy reagenty aibé.
Elektrocheminiy reakcijy produktai yra gaminami ant elektrodo pavir-
Siaus, o jy srautai elektrodo pavirsiuje turi buti lygus atitinkamy reagenty
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srautams elektrodo pavirsiuje, tik su prieSingu zenklu. Tai apibréziama

tokiomis krastinémis salygomis (¢ > 0):

) 5m}()1)

) omY
6.0} m

o = — plDMr B , (3.26a)
=0 =0

p:M,e& M,eP, r:M,e& M, eR, [=1...FE, (3.26b)

¢ia P yra elektrocheminiy reakcijy produkty aibé, & yra elektrocheminés
reakcijos E; dalyviy (reagenty ir produkty) aibé.
Jeigu medziaga nereaguoja elektrocheminése reakcijose ir néra jy pro-

duktas, tuomet medziagai ant elektrodo pavirsiaus taikoma nepratekeéjimo

salyga (t > 0):
1) 8m1(,1)

My, =0, p:M,¢ RUP. (3.27)

z=0

Sluoksniy sandurose apibrézkime derinimo salygas (¢ > 0):

! !
o omy) | paeyOmy (3.28a)
My Oy My or ’ '
r=aqp r=aqp
ml (a;,t) = Hl)(al,t), (3.28Db)

p=1,...,P, I=1,....L—1.

Sios derinimo salygos apibrézia, kad i$ l-ojo sluoksnio iSeinantys medzia-
gy srautai yra lygus i (14-1)-aji sluoksnj jeinantiems srautams, o medziagu
koncentracija ties sluoksniy sandura yra vienoda abiejuose sluoksniuose.
Jeigu l-asis sluoksnis yra pusiau laidi membrana, ir, tarkime, medZiaga M,
negali pro §j sluoksnj pratekeéti (D](\l/}p = 0), tokiu atveju derinimo salyga
(3.28a) pavirs i nepratekéjimo salyga:

(I+1) 8m}(}z+1)
D —_— = 0. 3.29
r=aqap

Laikysime, kad paskutiniojo biojutiklio sluoksnio sanduroje su tirpalu,

medziagy koncentracija visa laikg iSlaikoma pastovia (¢t > 0):

mz()L)(aL,t) =my, p=1,...,P. (3.30)
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Biojutiklio srovés tankis apskaic¢iuojamas, naudojantis Faradéjaus ir Pir-
muoju Fiko désniu (Baronas ir kt., 2010):

. 1 8m
1<I<E p 2=0
p:M,EE, MpeR

¢ia j(t) yra sroves tankis, F' — Faradéjaus konstanta.

Stacionariosios biojutiklio srovés tankj js apibrézkime tokiu budu:

o = lim j(t) (3.32)

3.2.3. Skaitinis modelis

Pagal ankstesniajame skirsnyje sudaryta apibendrintgjj biojutiklio ma-
tematinj modelj, sudarykime skaitinj modelj.

Tam, kad skaitiskai iSsprestume misruji uzdavinj (3.23) - (3.30), pradzio-
je reikia ant srities [ag, ar] x [0, T] uzdéti diskretyjj tinkla (7" yra biojutiklio
veikimo trukmé). Diskretyjj tinkla sudarykime analogiskai kaip 3.1.3 skirs-
nyje:

wh —{x X —all—th, i=20,...,N, J;g\l,):al},
sz{tj: ijT, jZO,...,M, tMZT}, (333)
l=1,...,L,

¢ia h; yra erdveés zingsnis l-ajame biojutiklio sluoksnyje, 7 yra Zingsnis pagal
laika.
Pazymékime medziagy koncentracijas diskreciojo tinklo mazguose tokiu

budu:

MED =mB (! 1)), (3.34a)
i=0,....N, j=0,....M, I=1,....,L, p=1,....,P.  (3.34b)

Lygtys (3.23) verciamos j tokias skirtumines lygtis:

p,(1) p,(1) p,(1) p,(1) p,(1)
M;” Mij 0 M: 2Mij —l—MZ;Lj

1,7+1 - i+1,7
T _DMP h% *
M
l Anr
+Zupn o [Ty, (3.35)
r=1
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i=1,...N—1, j=0....M—1, I=1,....L, p=1,... M.
Pradineés salygos (3.24) kei¢iamos tokiu budu:

MEO =W =0, N, I=1,... L1,

0>
sz()’(L):m%)v i1=0,...,N—1, 3.36
e = (336)
p=1,...,P

Krastineés salygos, apibréziancios elektrocheminiy reakcijy reagenty kon-

centracija ant elektrodo pavirsiaus (3.25), perrasomos taip:
My =0, p:M,eR, j=1,...,M. (3.37)

Krastinés salygos (3.26) aproksimuojamos tokiu budu:

(1 (1 r(1 r(1
) ij( ) _ ng( ) B ) Mlj( ) _ MOj( )
erDM - plDM )
! i T i (3.38)
I=1,... B, j=1,... M, '
p:M,e& M, eP, r:M, €&, M, ¢ R.
Nepratekéjimo salygos (3.27) aproksimuojamos taip:
(1) (1)
pu My =My -
¥ 0, p:M, ¢ RUP, j=1,....,M.  (3.39)

hi

Derinimo salygos (3.28) aproksimuojamos tokiomis skirtuminémis lyg-

timis: 0 (0 (1+1) (1+1)
D, P, P, P,
D(l) MNJ _ MN*l,j _ D(H—l) Mlj - MO]

My hy My hiy1 ’

3.40
M]sz’gl) _ ng’-(lJrl) ( )

p=1,....P l=1,....L—1, j=1,..., M.

Y

Ant modeliuojamos srities krasto su tirpalu apibréztos krastinés salygos
(3.30) perrasomos taip:

Mﬁmzmm p=1,....,P, j=1,...,M. (3.41)

Issprendus skaitinj uzdavinj, randamos medziagy koncentracijos diskre-

¢iojo tinklo mazguose. Naudojantis Siomis reikSmémis, galima apskaiciuoti
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biojutiklio generuojamos srovés tankj. Aproksimuojame (3.31) formule:

. 1
J(t;) = Z o
pl
1<I<E
p:Mp€e&, MpeR
3.2.4.

anDg}l

(1 (1
0 — a0

1
hi ’

Skaiciavimy algoritmai

j=0,..., M.

(3.42)

Skaiciavimai atliekami baigtiniy skirtumy metodu, naudojant isreikstine

schema. Algoritmas pateiktas UML veikly diagramos pavidalu 3.13 pav.

Pritaikomos
pradinés
salygos

[atsako laikas nepasiektas]

Pereinama i
kitg_eilute

. vidiniuose
pagal laika

Skaiciuojamos
koncentracijos
. ]

sluoksniy taskuose

@[atsako laikas pasiektas]

N

(l_hApskaic‘:iuojamas
sroves stipris

Skaiciuojamos
koncentracijos

rh sluoksniy

sanddrose

Pritaikomos
 krastinés
salygos

3.13 pav. Uzdavinio sprendimas baigtiniy skirtumy metodu pagal iSreiksStine

schema.

Bendrasis algoritmas skaitiniam uzdaviniui spresti pagal isreikstine sche-

ma yra analogiskas kaip ir naudotas biojutiklio su inhibicija substratu ir

produktu atveju, taciau universaliuoju biojutiklio modeliu galima apibrézti

neribotg skai¢iy medziagy, reakcijy, reakcijos reagenty ir produkty, o taip

pat biojutiklio sluoksniy. Tai algoritma daro sudétingesniu, todel keturios

veiklos i§ diagramos 3.13 pav.
diagramomis 3.14 pav., 3.15 pav., 3.16 pav. ir 3.17 pav.

bus detalizuotos smulkiau papildomomis

Skaic¢iuojamos
koncentracijos
vidiniuose
sluoksniy taskuose

Koncentracijos
ankstesnés
eilutés taskuose

Apskaiciuojamos
koncentracijos
vidiniuose
sluoksnio taskuose

Pereinama |
kita sluoksnj

Paimama kita
medZiaga

Koncentracijos
einamosios
eilutés taskuose

[yra kita medziaga]

[daugiau medZziagy néra]

[yra kitas sluoksnis] [daugiau sluoksniy néral

3.14 pav. Koncentracijy vidiniuose sluoksniy taskuose skaic¢iavimas.
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Kaip skaiciuojamos koncentracijos vidiniuose sluoksniy taskuose, deta-
lizuota diagramoje, pavaizduotoje 3.14 pav. Kaip matome is diagramos, al-
goritmas naudoja koncentracijas ankstesneés eilutés taskuose kaip pradinius
duomenis. Remiantis dalykinés srities modeliu, biojutiklis visada turi bent
vieng sluoksnj, todél be tikrinimo, ar dar yra sluoksniy, paimamas pirmasis
biojutiklio sluoksnis. Tuomet paimama pirmoji medziaga. Kadangi dalyki-
nes srities modelis numato, kad biojutiklyje yra bent viena medziaga, imant
pirmaja medziaga joks tikrinimas neatlieckamas. Tuomet Siai medziagai ei-
namajame sluoksnyje apskaiciuojamos koncentracijos. Toliau tikrinama, ar
yra daugiau medziagy, ir tokios iteracijos kartojamos kiekvienai medziagai.
Kai medziagos pasibaigia, atlickamas tikrinimas, ar dar yra sluoksniy. Jeigu
yra daugiau sluoksniy, kartojamos iteracijos pereinant per visus sluoksnius.
Jeigu daugiau sluoksniy néra, algoritmas baigia darba, o jo rezultatas yra

suskaiciuotos medziagy koncentracijos einamojoje diskreciojo tinklo eiluté-

je.
Skaiciuojamos Porei ) oo ”
koncentracijos ereinama prie aimama kita
sluoksniy sandJGrose kit% miiaga
ra kita sanddra . -
Koncentracijos Iy ! [yra kita medZiaga] Koncentracijos
einamosios Apskaiciuojama einamosios

eilutés taskuose eilutés taskuose

koncentracija
sanduros taske
pagal derinimo
salyga

[daugiau medziagy néra]

[daugiau sanddry néra]

3.15 pav. Koncentracijy sluoksniy sandurose skaiciavimas.

Diagrama 3.15 pav. parodo, kaip yra skai¢iuojamos koncentracijos sluoks-
niy sandurose. Algoritmas kaip pradinius duomenis naudoja koncentracijas
einamosios eilutés taskuose. Patikrinama, ar yra bent viena sandura, ir
paimama pirmoji sluoksniy sandura. Tuomet iteruojama per medziagas ir
pagal derinimo salygas apskai¢iuojamos siy medziagy koncentracijos eina-
mojoje sanduroje. Kai medziagos pasibaigia, tikrinama ar yra kita sandura.
Jeigu kita sandura yra, ciklas kartojamas, iteruojant per sluoksniy sandu-
ras. Kai sanduros pasibaigia, algoritmas baigia darba.

Diagrama, pavaizduota 3.16 pav., detalizuoja, kaip pritaikomos kras-
tinés salygos. Pradiniais duomenimis, algoritmas naudoja koncentracijas
einamosios eilutés taskuose. Pirmiausia iteruojama per elektrochemines re-
akcijas ir pritaikomos krastinés salygos, atitinkancios Sias elektrochemines
reakcijas. Siame biojutiklio modelyje laikoma, kad elektrocheminiy reakeijy
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Pritaikomos Pereinama prie
krastinés [yra kita elektrocheminé reakcija] kitos
salygos elektrocheminés
reakcijos
Koncentracijos
einamosios
eilutés taskuose Apskaiciuojamos koncentracijos
ant elektrodo pavirsiaus pagal
k krastine salyga, atitinkancig,
elektrochemine reakcija,
[daugiau elektrocheminiy reakcijy néra]

Pereinama prie
kitos

nepratekéjimo
salygos

‘ Apskaiciuojama koncentracija
ant elektrodo pavirsiaus pagal
‘ nepratekéjimo salyga,

[yra kita nepratekéjimo salygal

[daugiau nepratekéjimo salygy néra]

Koncentracijos
einamosios
eilutés taskuose

[yra kita medziaga] Pereinama prie

kitos medZiagos

(Sandﬂroje su tirpalu priskiriama
kmediiagos koncentracija tirpale

\ [daugiau medZiagy néra]

3.16 pav. Koncentracijy srities krastuose skaic¢iavimas.

reagentai ant elektrodo visiskai sureaguoja, todél jy koncentracijos prilygi-
namos 0. Tuo tarpu elektrocheminiy reakcijy produkty srautai ant elektro-
do pavirsiaus yra prilyginami reagenty srautams ant elektrodo pavirsiaus,
tik su priesingu zenklu.

Toliau iteruojama per nepratekéjimo salygas. Medziagy, kurioms taiko-
mos nepratekéjimo salygos, koncentracijos ant elektrodo pavirsiaus prilygi-
namos koncentracijoms gretimame taske.

Toliau pritaikomos krastinés salygos, nurodancios medziagy koncentra-
cijas paskutiniojo sluoksnio sanduroje su tirpalu. Kadangi siame modelyje
nagrinéjamos tik krastinés salygos, nustatancios fiksuotg medziagy koncent-
racija, tai algoritmas sukurtas tokiu budu, kad Sios koncentracijos priskiria-
mos tik vieng kartg skaic¢iavimy pradzioje.

Ketvirtojoje diagramoje 3.17 pav. detalizuotas srovés stiprio apskaicia-
vimo algoritmas. Algoritmo pradiniais duomenimis yra medziagy koncen-
tracijos einamosios eilutés taskuose. Algoritmas iteruoja per elektrochemi-
nes reakcijas ir apskaiciuoja kiekvienos elektrocheminés reakcijos dedamaja
] biojutiklio generuojama srove. Srovés stipris skai¢iuojamas, atsizvelgiant
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Pereinama prie
[yra kita elektrocheminé reakcija] kitos

sroves stipris elektrocheminés
reakcijos
Koncentracijos
einamosios Srovés stipris
eilutés taskuose / e
Apskaiciuojama
reakcijos

srovés dedamoji

[daugiau elektrocheminiy reakcijy néra)

3.17 pav. Srovés stiprio skaic¢iavimas.

Apskaiciuojamas

] reakcijos reagento srautg elektrodo pavirsiuje, j reagento stechiometrijos
koeficienty ir pernesamy elektrony skaiciy.

3.2.5. Programiné jranga

Programine jranga, skirta spresti universaliojo biojutiklio modelio uzda-
viniui, analogiskai kaip ir skirtoji spresti biojutiklio su inhibicija substratu
ir produktu modeliavimo uzdaviniui, sudaryta is dviejy komponenty, kaip
pavaizduota UML komponenty diagramoje 3.6 pav.

Komponentas Kalkuliatorius buvo realizuotas atskira dinamine bibliote-
ka libuniversal calculator.so. Siekiant nasumo, dinaminé biblioteka
igyvendinta C programavimo kalba (Press ir kt., 1992). Si dinaminé bib-
lioteka yra atvirojo kodo, viesai prieinama github.com tinklalapyje adresu:
https://github.com/dainiussimelevicius/Universal-Calculator-Library.git.

3.3. Apibendrinimas

Siame skyriuje buvo pristatyti apibendrinti dalykinés srities biojutik-
liy modeliai. Pagal siuos modelius buvo sudaryti atitinkami apibendrin-
tieji biojutikliy matematiniai ir skaitiniai modeliai. Pristatyti algoritmai,
naudojami skaitiniy uzdaviniy sprendimui. Aprasytas programinés jrangos
veikimas bei architektura.
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https://github.com/dainiussimelevicius/Universal-Calculator-Library.git

4 skyrius

Skaitinis biojutikliy savybiy tyrimas

Siame skyriuje buvo patvirtintas 2 skyriuje pristatyty matematiniy bio-
jutikliy modeliy teisingumas. Naudojant programine jranga, pristatyta
3 skyriuje, kompiuterinio modeliavimo eksperimentais istirtos biojutikliy

savybés ir elgsena.

4.1. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu skaiti-

nis savybiy tyrimas

Naudojant sukurta programine jranga, buvo atlikti skaitiniai eksperi-
mentai ir istirtos biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu veikimo
subtilybés, esant skirtingiems modelio parametrams. Siame poskyryje bus
naudojami zymenys, jvesti 2.1 poskyryje.

4.1.1. Kompiuterinio modeliavimo eksperimentai

Kompiuteriniuose biojutiklio modeliavimo eksperimentuose paprastai bio-
jutiklio atsako laiku yra laikomas toks momentas, kai biojutiklio atsako po-
kytis tampa labai menku, lyginant su prabégusiu laiku. Tiriant biojutiklj
su inhibicija substratu ir produktu, Sios salygos nepakanka, nes biojutiklio
atsako priklausomybeé nuo laiko gali turéti lokaly maksimuma, ties kuriuo
atsako pokytis per laiko vieneta yra lygus 0. Siai problemai iSspresti buvo
apibréztas minimalus atsako laikas. Skaitiniuose eksperimentuose biojutik-
lio atsako laikas buvo apskaiciuojamas pagal (3.20) formule. Naudotas mini-
malusis biojutiklio atsako laikas t,,i, = 5000s, o gesimo konstanta ¢ = 1073,

Tokios parametry reikSmeés buvo naudojamos visuose skaitiniuose eks-

perimentuose:

D,, = D, = 100um?/s, Dy, = D,, = 200 um?/s,

(4.1)
Ky =0,0lmol/l, d.=10um, n,=1.

78



Matematinis modelis ir skaitiniai sprendiniai buvo validuoti, palyginus
su zinomu analiziniu sprendiniu dviejy sluoksniy amperometriniam biojutik-
liui (Schulmeister, 1990). Sprendziant uzdavinj analiziskai, turi buti pada-
rytos kelios prielaidos ir modelio supaprastinimas (Baronas ir Kulys, 2008).
Pirmiausia yra laikoma, kad biojutiklyje nevyksta nei inhibicija substratu,
nei produktu (K — oo, K, — 00). Taip galima supaprastinti biokatalizés
reakcijos greicio israiska (2.17):

Vmax Se

_mar e 4.2
K 1 s, (4.2)

U(Se, De) &

Laikant, kad biokatalitinés reakcijos greitis yra lygus (4.2), misrusis uz-
davinys (2.5)-(2.10), (2.18) gali buti iSsprestas analiziskai, kai reakcijos grei-
¢io funkcija (4.2) supanaséja i tiesine funkcija (Schulmeister, 1990). Esant
mazoms substrato koncentracijoms sg < K, reakcijos greicio funkcija jgy-

ja tiesinj pavidala:
Vmaa: 56

Ky

v(Se, pe) A (4.3)

Laikant, kad biokatalitinés reakcijos greitis yra lygus (4.3), staciona-
riosios biojutiklio srovés tankis yra iSreiskiamas tokiu budu (Schulmeister,
1990):

1 D, — oD, sinho/cosho
ot = neF Dy 59— (do +d M
lst =M peSOde T d, ( T da X Dy, + 0Ds (dg/d.) sinha/cosh(7>

oD, dg sinho D D, 1
: ; 1- D,,de + D,.dg). (4.4
- < de 8 cosha+ D,, ( )) /(Dpyde + Dp.dg). (4.4)

cosh o

Misriojo uzdavinio (2.5)-(2.10), (2.18) skaitinis sprendinys buvo paly-
gintas su analiziniu sprendiniu (4.4). Buvo naudojamos parametry reiks-
meés, kaip nurodyta (4.1), o kity parametry reikSmés buvo tokios: Ky =
K, = 10*mol/l, V0 = 0,01mol 17! 571 s = 107 mol/1 = 0,01K), ir
dg = 300 um. Santykinis skirtumas tarp skaitinio ir analizinio sprendinio

sudaré maziau nei 0,04 %.

Esant aukstoms substrato koncentracijoms sy > K, reakcijos greicio

funkcija taip pat jgyja tiesinj pavidala:
U(S€7pe) ~ Vmam~ (4.5)

Siam ribiniam atvejui, kai modeliuojamas tik fermento sluoksnis, yra

zinomas analizinis sprendinys. Stacionariosios biojutiklio srovés tankis yra
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isreiskiamas taip (Bowers ir Carr, 1980; Schulmeister, 1990):

iy = Dot Vmantle (4.6)

2
Misriojo uzdavinio (2.5)-(2.10), (2.18) skaitinis sprendinys buvo paly-
gintas su analiziniu sprendiniu (4.6). Biojutiklio parametry reikSmeés buvo
laikomos tokiomis, kaip pateikta (4.1), o kity parametry reikSmeés buvo to-
kios: K5 = K, = 101mol/l, V;0; = 0,01 mol 17! s71 55 = 1mol/l = 100K,
ir dg = 0,1 pm. Santykinis skirtumas tarp skaitinio ir analizinio sprendinio

sudaré apie 1 %.

4.1.2. Biojutiklio atsako dinamika

4.1 pav. pavaizduotas biojutiklio srovés kitimas laike. Biojutiklio vei-
kimas buvo modeliuotas, esant skirtingoms substrato koncentracijoms (1 <
Sy < 4), esant vidutinio dydzio difuzijos moduliui (62 = 1), esant vidu-
tiniams inhibicijos substratu ir produktu konstanty dydziams (f(s = 0,1,

Kp = 0,1) bei difuzijos sluoksnio storiui 64 = 30.

0.12
0.1 1
0.08

0.06

0.04

0.02

10 100 1000

4.1 pav. Biojutiklio atsako dinamika, esant skirtingoms substrato koncen-
tracijoms. Skaiciai prie krewu; rodo substrato koncentracija Sp. Kity pa-
rametry dydZiai buvo tokie: o2 =1, K,=0,1, K = 0,1, 64 = 30.

Esant vidutinéms substrato koncentracijoms (Sp < 2,2), bedimensé bio-
jutiklio srové I yra monotoniskai didéjanti funkcija nuo bedimensio laiko
T. Taciau esant salyginai aukstoms substrato koncentracijoms (Sy > 2,2),
srove I tampa nemonotoniska funkcija nuo laiko 7'. Tuo atveju, kai Sy = 4,
maksimali biojutiklio srové yra netgi 4,3 karto aukstesné uz stacionariaja
srove. Visais atvejais, kai biojutiklio srové yra nemonotoniska (Sy > 2,2),
maksimaliosios biojutiklio srovés yra beveik vienodos.
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Skaitiniai eksperimentai rodo, kad maksimaliosios biojutiklio sroves at-
siradimas, esant aukstoms substrato koncentracijoms, yra susijes su inhibi-
cija substratu. Kai néra inhibicijos substratu, paprastai biojutiklio atsako
nemonotoniskumas nepasireiskia (Gutfreund, 1995; Cornish-Bowden, 2004;
Kernevez, 1980; Schulmeister, 1990; Kulys ir Baronas, 2006; Petrauskas ir
Baronas, 2012).

IS kreiviy, pavaizduoty 4.1 pav., galime pastebéti dar vieng svarby sary-
Si: stacionarioji biojutiklio srové I didéja, didinant substrato koncentracija
tirpale Sy, taciau tik esant mazoms substrato koncentracijoms (Sy < 2,2),
tuo tarpu esant auksStoms substrato koncentracijoms, didinant substrato
koncentracija, stacionarioji sroveé mazéja. Sis sarysis bus detaliau istirtas

tolesniame skirsnyje.

4.1.3. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo substrato koncentracijos

Buvo tirta maksimalios ir stacionariosios biojutiklio srovés priklausomy-
bé nuo substrato koncentracijos, esant fiksuotam inhibicijos substratu kons-
tantos dydziui (K s = 0,1) ir skirtingiems inhibicijos produktu dydziams.
Biojutiklio atsakas buvo tiriamas, esant salyginai didelei inhibicijai produk-
tu (f(p = 0,01), esant vidutinei inhibicijai produktu (f(p = 0,1) ir tuo atveju,
kai inhibicija produktu apskritai nevyksta (Kp — 00). Nevykstant inhibici-
jai produktu, reakcijy schema (2.1)-(2.3) supaprastéja iki reakciju schemos
(2.1)-(2.2). 4.2 pav. parodyta maksimaliosios I, ir stacionariosios Iy

sroves priklausomybé nuo substrato koncentracijos Sp.

o 4777

0.12

0.1 1

Imax

0.08 9
<

Isl‘ 4

0.06 .

0.04 | SIoP .

0.02 1 1 1 1 1

4.2 pav. Maksimaliosios I,4. (2, 4, 6) ir stacionariosios Is (1, 3, 5) bio-
jutiklio srovés priklausomybé nuo substrato koncentracijos Sy, esant trims
skirtingoms inhibicijos produktu konstantoms (Kp): oo (inhibicija nevyks-
ta) (1, 2), 0,1 (3, 4) ir 0,01 (5, 6), 02 = 1, K, = 0,1, 6, = 30.
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Tuo atveju, kai inhibicija produktu yra salyginai maza (Kp =0,1, 3 ir
4 kreivés), ir inhibicijos substratu konstanta yra lygi inhibicijos produktu
konstantai (Kp = K, = 0,1), biojutiklio atsako elgsena yra labai panasi
i ta, kuri stebima nesant inhibicijos produktu. Kaip matome is 4.2 pav.,
labai staigus biojutiklio atsako pokytis jvyksta substrato koncentracijoms Sy
esant intervale nuo 2,3 iki 2,5. Esant Sioms koncentracijoms, maksimaliosios
ir stacionariosios sroviy stipriai smarkiai issiskiria.

Kai inhibicija produktu yra salyginai didelé (Kp = 0,01), staigus atsako
pokytis néra stebimas. Koncentracija, ties kuria issiskiria maksimalioji ir
stacionarioji srovés, yra siek tiek pasislinkusi mazesniy koncentracijy link
(So =1,9).

Biojutiklio maksimalusis atsakas skiriasi, jeigu skiriasi inhibicijos pro-
duktu konstanta. Sis skirtumas ypatingai ryskiai matomas, esant aukstoms
substrato koncentracijoms (Sp > 2,3). Tuo tarpu stacionariaja srove inhibi-
cija produktu veikia menkai, o esant aukstesnéms substrato koncentracijoms

Sp > 3, ir visai nedaro jtakos.

4.1.4. Biojutiklio atsako nemonotoniskumas

Maksimaliosios ir stacionariosios sroviy iSsiskyrimas buvo stebétas ir
tais atvejais, kai buvo modeliuota tik inhibicija substratu (Kulys ir Baro-
nas, 2006). Toliau detaliai tirsime maksimaliosios ir stacionariosios sroviy
atsiskyrimg placiuose difuzijos modulio reiksmiy, o taip pat ir inhibicijos
substratu bei produktu konstanty reiksmiy, intervaluose.

Norédami i$samiai istirti difuzijos modulio o2 jtaka biojutiklio atsako
nemonotoniskumui, jvedame naujg biojutiklj apibudinantj dydj, rodantj mi-
nimalig bedimense substrato koncentracija Sg;,, ties kuria iSsiskiria maksi-

malioji ir stacionarioji biojutiklio srovés:

Sdiv(02a Kpa Ks) -
= min{S : Imax(a2,f(p, K, So) # Ist(02,f(p7f(s, So)}, (4.7)

éia Inaz(0?, f(p, K, So) ir Iy (o?, f(p, K, Sp) yra atitinkamai maksimalioji
ir stacionarioji bedimensés biojutiklio sroves, paskaiciuotos, esant nurody-
toms parametry o2, Kp, K, ir Sp reik§méms. Esant substrato koncentracijai
Sp mazesnei uz Sg;,, biojutiklio maksimalioji ir stacionarioji srovés yra vie-
nodos.

Skaitiniy eksperimenty rezultatai pateikti 4.3 pav. Kaip matome is krei-
viy, esanciy 4.3 pav., koncentracija Sy, monotoniskai ir netiesiskai didéja,
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4.3 pav. Substrato koncentracijos Sg;, priklausomybé nuo difuzijos modulio
dydzio o2, esant dviem skirtingiems inhibicijos produktu konstantos K,
dydziams: oo ir 0,1; K, = 0,1, 4 = 30.

didinant difuzijos modulj 0. Koncentracija Sg;, praktiskai neveikiama in-
hibicijos produktu konstantos f(p, kai difuzijos modulis yra santykinai ma-
7as (0 € [0,01;0,1]). Tuo tarpu, kai difuzijos modulis yra santykinai didelis
(02 € [1;100]), inhibicijos produktu konstanta pastebimai veikia koncent-
racijg Sgi,. Prie didesniy o? reiksmiy dydis Sgi,, situacijoje, kai inhibicija
produktu nevyksta (Kp — 00), yra didesnis uz ta, kuris gaunamas, vykstant

A~

inhibicijai produktu (K, = 0,1).

4.1.5. Biojutiklio jautrio priklausomybé nuo substrato koncentracijos

Biojutiklio jautrio priklausomybé nuo substrato koncentracijos buvo tir-
ta, esant dviem skirtingiems inhibicijos substratu ir produktu konstanty
dydziams ir placiame substrato koncentracijy intervale (0,01 < Sy < 100).
Atlikus skaitinius eksperimentus, buvo apskaic¢iuoti abiejy tipy biojutiklio
jautriai B,,q. ir Bg. Rezultatai pateikti 4.4 pav.

4.4 pav. matome keletg labai skirtingo pavidalo kreiviy. 1 ir 2 krei-
vés, atitinkancios biojutiklius, kuriuose nevyksta inhibicija substratu, turi
platesnius segmentus su labai aukstu biojutiklio jautriu (B ir Bs yra
apytiksliai lygus 1), nei kreivés, atitinkancios biojutiklius su vykstancia in-
hibicija substratu (3 ir 4 kreivés). Esant inhibicijos substratu konstantai
K, = 0,1, virsutinis koncentracijy intervalo, kuriame biojutiklis yra labai
jautrus, rezis sumazeja mazdaug desimteriopai. Biojutiklio su inhibicija
substratu abieju tipy jautriai (B it Bg) artimi nuliui, kai substrato
koncentracija Sy yra tarp 2,1 ir 2,5. Tuo tarpu biojutiklis be inhibicijos
substratu yra pakankamai jautrus (jautris ne maziau 0,5) iki substrato kon-
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4.4 pav. Biojutiklio jautrio By,e, (a) ir By (b) priklausomybé nuo substrato
koncentracijos Sp; o4 = 30.

centracijos Sy = 16, kur By, ~ 0,5. Inhibicijos produktu jtaka biojutiklio
jautriui (tiek Bz, tiek Bg) yra gana menka.

Kaip matome is 4.4 pav., biojutiklio su inhibicija substratu jautris gali
lgyti ir neigiamas reikSmes. Neigiamas biojutiklio jautris reiskia, kad mak-
simalioji (Bnae atveju) arba stacionarioji (Bg atveju) srové mazéja, nors
substrato koncentracija didinama (4.2 pav.). Tuo atveju, kai jautris yra
skaic¢iuojamas pagal maksimalyji atsaka (4.4a pav.), neigiamas biojutiklio
jautris By,e, iSlieka artimu nuliui (0,02 < |Bje| < 0,06).
inhibicija substratu K, = 0,1

Biojutikliy su
, matuojanciy tik maksimalyjj biojutiklio at-
sakg, praktiskai nejmanoma panaudoti koncentracijy matavimams atlikti,
kai koncentracijos yra aukstesnés uz 2Ky (So > 2, so > 2K)y).

Lyginant biojutiklio su inhibicija substratu jautrius By ir B4, paste-
bime, kad kreiviy pavidalas smarkiai skiriasi, taciau Sis skirtumas atsiranda,
tik esant santykinai aukstoms substrato koncentracijoms (Sy > 2), kur abie-
ju tipy jautriy reikSmeés yra neigiamos.

Biojutikliai su inhibicija substratu, galintys matuoti stacionarigja srove
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I, galéty buti sekmingai naudojami matuoti substrato koncentracijoms ta-
me koncentracijy intervale, kur biojutiklio jautris By yra neigiamas. Toks
iSmanusis biojutiklis turety naudoti dvi kalibracijos kreives: vieng tame
koncentracijy intervale, kur biojutiklio atsakas yra tiesiogiai proporcingas
substrato koncentracijai, ir kita tame intervale, kur biojutiklio atsakas at-
virkséiai proporcingas substrato koncentracijai.

Tuo atveju, kai biojutiklyje stebima tik inhibicija substratu (3 kreive
4.4b pav.), biojutiklio jautris By pasiekia minimuma, esant substrato kon-
centracijai Sop = 2,4 (Bs = —12,2). Tuo atveju, kai biojutiklyje stebi-
ma tiek inhibicija substratu, tiek inhibicija produktu (4 kreivé), biojutiklio
jautris By pasiekia minimumg, esant substrato koncentracijai Sy = 2,3
(Bst = —9,0). Taskai, kuriuose jautris jgyja minimalias reiksmes, rodo
substrato koncentracijas, ties kuriomis biojutiklio stacionaraus atsako gra-
fikuose yra staciausias nuolydis (4.5 pav.). Esant aukstesnéms substrato
koncentracijoms iki Sy = 100, biojutiklio jautris islieka aukstu (B nusisto-
vi ties mazdaug —0,9, 4.4b pav.).
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4.5 pav. Stacionariosios bedimenseés sroves [ priklausomybé nuo substrato
koncentracijos Sp; 94 = 30.

Nepaisant auksto biojutikliy su inhibicija substratu jautrio (By), Sie
biojutikliai turi rimta trukuma: nepakanka iSmatuoti stacionariaja bioju-
tiklio srove tam, kad buty nustatyta substrato koncentracija. Kaip matome
is 4.5 pav., stacionarioji srové I yra nemonotoniska funkcija nuo substra-
to koncentracijos Sy. Dél Sios priezasties tam, kad buty vienareiksmiskai
nustatyta substrato koncentracija Sy, reikalinga papildoma informacija. Pa-
vyzdziui, iSmanusis biojutiklis galéty iSmatuoti ne tik stacionarigjg bioju-
tiklio srove [, bet ir maksimaliajg [,,q,.. Jeigu Iy < I,4., tai biojutiklis
turéty naudoti kalibracijos kreive, kur srove I yra atvirksciai proporcinga
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substrato koncentracijai Sy. Kitu atveju, turéty buti naudojama kalibracijos
kreivé, kurioje biojutiklio atsakas I yra tiesiogiai proporcingas substrato
koncentracijai Sy. Substrato koncentracija taip pat galéty buti nustatoma
vienareiksmiskai tais atvejais, kai apytikslis koncentracijos dydis yra zino-
mas pries atliekant matavimus biojutikliu.

Patyrinéje kreives, esancias 4.4 pav., galime daryti iSvada, kad stacio-
nariosios biojutiklio srovés matavimas gali duoti daugiau naudos nei mak-
simaliosios sroveés matavimas. Tais atvejais, kai biojutiklyje néra stebima
inhibicija substratu, stacionarioji ir maksimalioji biojutiklio srovés sutampa.
Tuo tarpu tais atvejais, kai inhibicija substratu yra stebima, stacionariosios
biojutiklio sroveés Iy matavimas gali buti naudingesnis, nes tai suteikia ga-

limybe matuoti aukstesnes substrato koncentracijas.

4.1.6. Efektyviosios Michaelio konstantos priklausomybé nuo inhibici-

jos substratu ir produktu

Efektyviosios Michaelio konstantos priklausomybé nuo inbicijos substra-
tu ir produktu buvo tirta placiuose inhibicijos konstanty reiksmiy inter-
valuose (K,, K, € [107*..10%)). Skaitiniy eksperimenty rezultatai pateikti
4.6 pav. Priklausomybeé nuo inhibicijos substratu buvo tirta, esant trims
skirtingoms inhibicijos produktu konstantos reikSméms: kai inhibicija pro-
duktu nevyksta (K, — oo, 1 kreivé), kai vyksta vidutinisko smarkumo
inhibicija produktu ([A(p = 1, 2 kreive), ir kai vyksta smarki inhibicija pro-
duktu (Kp = 0,01, 3 kreive). Tuo atveju, kai inhibicija produktu nevyksta,
reakcijos schema (2.1)—(2.3) supaprastéja iki (2.1), (2.2). Priklausomybeé
nuo inhibicijos produktu buvo tirta, esant trims skirtingoms inhibicijos sub-
stratu konstantos reikSméms: kai inhibicija substratu nevyksta (K’ s — 00,
4 kreive), kai vyksta vidutinisko smarkumo inhibicija substratu (KS =1,
5 kreive), ir kai vyksta smarki inhibicija substratu (K, = 0,01, 6 kreive).
Tuo atveju, kai inhibicija substratu nevyksta, reakcijos schema (2.1)—(2.3)
supaprastéja iki (2.1), (2.3).

Efektyvioji Michaelio konstanta nepriklauso nuo inhibicijos produktu
smarkumo placiame inhibicijos produktu konstanty intervale (K » € [1072..10%)).
Tadiau, esant labai smarkiai inhibicijai produktu (K, € [107%..1072]), ir ne-
sant inhibicijos substratu (4 kreivé), efektyvioji Michaelio konstanta yra
priklausoma nuo inhibicijos produktu smarkumo. Siame intervale K. Fyra
monotoniskai mazéjanti funkcija nuo f(p, taciau inhibicija substratu §j efek-
ta eliminuoja. Tuo atveju, kai inhibicija substratu yra vidutinio smarkumo

A A

(Ks =1, 5 kreivé), K, jtaka yra vos pastebima, o esant smarkiai inhibicijai
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4.6 pav. Efektyviosios Michaelio konstantos K. ¢ priklausomybé nuo inhibi-
cijos substratu (1, 2, 3) ir produktu (4, 5, 6) konstanty K ir Kp; % = 0,01,
dqg = 30.

substratu (K, = 0,01, 6 kreive), efektas ir visai pranyksta.

Kaip matome i$ 4.6 pav. (1, 2 ir 3 kreivés), efektyvioji Michaelio kons-
tanta tolydziai, netiesiskai didéja, didinant konstanta K,. Didéjant inhibi-
cijos substratu konstantai K, kreive darosi lékStesne — efektyvioji Michaelio
konstanta K, 7 artéja prie maksimaliosios savo reiksmeés. Kadangi maza ir
vidutiné inhibicija produktu nedaro jtakos K. ¢ reikSmei, 1 ir 2 kreives yra
identiskos. Tik esant mazai inhibicijai substratu (esant aukstoms K, reiks-
meéms), 3 kreive, atitinkanti didele inhibicija produktu (Kp = 0,01), siek tiek
atsiskiria nuo 1 ir 2 kreiviy, atitinkanciy atvejus be inhibicijos produktu ir
su maza inhibicija produktu (Kp = 1). Tai tas pats pozityvus inhibicijos
produktu efektas, kuris aiskiai matomas 4 kreivéje.

[sanalizave 4.6 pav. pavaizduotas kreives, galime daryti iSvada, kad
inhibicija substratu veikia efektyvigja Michaelio konstantg priesingai nei
inhibicija produktu. Pagrindinis skirtumas yra tas, kad inhibicija substratu
daro jtaka efektyviosios Michaelio konstantos dydziui labai placiame inhibi-
cijos konstantos dydziy intervale, tuo tarpu inhibicijos produktu jtaka jau-
¢iama, tik esant labai didelei inhibicijai, ir kai Sis efektas néra uzmaskuotas
inhibicijos substratu.

4.1.7. Efektyviosios Michaelio konstantos priklausomybé nuo difuzijos
modulio

Difuzijos modulio o2 jtaka efektyviosios Michaelio konstantos f(ef dy-
dziui buvo tirta, esant trims skirtingoms inhibicijos substratu konstantoms:
esant didelei inhibicijai substratu (K, = 0,01), esant vidutinei inhibicijai
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substratu (K, = 0,1) ir esant maZai inhibicijai substratu (K, = 1), o taip
pat esant trims skirtingoms Biot skaic¢iaus reikSméms: Bi = 0,01, Bi = 1 ir
Bi = 100. Rezultatai pateikti 4.7 pav.

1000

100

10

4.7 pav. Efektyviosios Michaelio konstantos Kef priklausomybé nuo difu-
zijos modulio 02, esant trims skirtingoms inhibicijos substratu konstantos
(f(s) reiksméms: 0,01 (1, 2, 3), 0,1 (4, 5, 6), 1 (7, 8, 9), o taip pat esant
trims skirtingoms Biot skaiciaus (Bi) reiksmems: 0,01 (1, 4, 7), 1 (2, 5, 8),
100 (3, 6, 9), K, = 0,1.

Kaip matome is$ 4.7 pav., efektyvioji Michaelio konstanta didéja, didi-
nant difuzijos modulj 2. Vis délto, dalyje intervalo o2 nedaro jtakos f(ef
dydziui. Biot skaiciaus dydis nulemia minimaly difuzijos modulio dydj, nuo
kurio difuzijos modulis pradeda veikti Kef. Kaip matome is 4.7 pav., kai
Biot skaiCius yra mazas (1, 4 ir 7 kreiveés), difuzijos modulis pradeda daryti
itaka konstantos K. ¢ dydZiui, esant pakankamai mazoms difuzijos modulio
reiksméms o2 > 0,01, tuo tarpu, kai Biot skai¢ius yra vidutiniskas ar dide-
lis (atitinkamai 2, 5, 8 kreivés ir 3, 6, 9 kreivés), difuzijos modulis pradeda
veikti K, 7, tik esant 0% > 0,1. Palygine skirtingy kreiviy nuozulnuma, taip
pat galime daryti iSvada, kad Biot skaic¢ius nulemia K. s konstantos jautru-
mg difuzijos moduliui 0. 1, 4 ir 7 kreivés, atitinkanc¢ios mazg Biot skaiciy
(Bi = 0,01), yra statesnés nei 2, 5 ir 8 kreivés, atitinkancios vidutines Biot
skai¢iaus reiksmes (Bi = 1), kurios savo ruoztu yra statesnés uz kreives 3,
6, 9, atitinkancias didelj Biot skaiciy (Bi: = 100). Kuo statesné kreive, tuo
efektyvioji Michaelio konstanta yra jautresné difuzijos modulio pokyciams.

Inhibicija substratu veikia efektyviaja Michaelio konstanta visame tir-
tame difuzijos modulio o2 reik§miy intervale, o taip pat prie visy tirty Biot
skaiciaus reiksmiy. Didesné inhibicijos substratu konstanta nulemia didesne
efektyviaja Michaelio konstanta K, f
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Konstantos K, s reiksmeés yra didesnés, esant mazam Biot skaiciui Bi =
0,01 (1, 4, 7 kreivés), nei esant vidutiniSkam ar dideliam Biot skaiciui,
atitinkamai Bi = 1 (2, 5, 8 kreivés) ir Bi = 100 (3, 6, 9 kreivés). Esant
vidutiniskam ir dideliam Biot skaiciui, prie mazy difuzijos modulio reiksmiy,

Biot skaic¢ius nedaro jtakos konstantos K, 7 dydziui.

4.1.8. Efektyviosios Michaelio konstantos priklausomybé nuo Biot skai-

¢iaus

Kreives, pavaizduotos 4.8 pav., parodo kokig jtaka efektyviajai Michaelio
konstantai daro Biot skaic¢ius. Kaip matome, K. 7 yra monotoniska mazéjan-
ti funkcija nuo Bi. Esant didesnéms Bi reikSméms, efektyviosios Michaelio
konstantos K, s reiksmé nusistovi ir nekinta. Biot skaiciaus reiksmiy inter-
valo, kuriame funkcijos f(ef(Bi) reikSmé nekinta, kairysis rézis priklauso
nuo difuzijos modulio. Kai difuzijos modulis yra mazas — o2 = 0,1 (1, 4
kreivés), Sio intervalo kairysis rézis yra ties Bi & 1, tuo tarpu, kai difuzijos
modulis yra vidutiniskas ar didelis, atitinkamai 02 = 1 ir 02 = 10, $is rézis

yra pasislinkes didesniy Biot skaic¢iaus reikSmiy link.
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4.8 pav. Efektyviosios Michaelio konstantos Kef priklausomybé nuo Biot
skai¢iaus (Bi), esant dviem skirtingoms inhibicijos substratu konstantos

(K,) reiksmems: 0,01 (1,2, 3), 1 (4, 5, 6), o taip pat esant trims skirtingoms
difuzijos modulio (0?) reiksméms: 0,1 (1, 4), 1 (2, 5), 10 (3, 6); K, = 0,1.
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4.2. Biojutiklio su substraty sinergija skaitinis savybiy ty-

rimas

4.2.1. Biojutiklio veikimo kompiuterinis modeliavimas

Biojutiklio su substraty sinergija modeliavimo uzdavinys buvo issprestas
skaitiniu baigtiniy skirtumy metodu (Britz, 2005; Samarskii, 2001; Kvedaras
ir Sapagovas, 1974). Buvo sudaryta iSreikStiné baigtiniy skirtumy schema,
naudojanti tolyguyji diskretyji tinklg su 200 tinklo mazgy kiekviename bio-
jutiklio sluoksnyje.

Simuliacijos buvo vykdomos iki to laiko momento, kai biojutiklio sro-
veés pokytis pasidarydavo nykstamai mazas per santykinai ilgg laiko tarpa.
Atsako laikas buvo skai¢iuojamas pagal (3.19) formule, naudojant gesimo
konstanta e = 1073.

Sios modelio parametry reikSmeés buvo naudotos visuose skaitiniuose
eksperimentuose:

ki =1,25x10"1mol 's™, ky=1,2x10%°1mol s,
ep = 0,04 mmol/l, 7y =40mmol/l,

Dpi = Dgy = Dp1 = 3,15 x 10 %cm?/s, i=1,2,
Dpo=Dgo=Dpy=42x10""cm?/s, i=1,2,

Dps = Dg3=Dp3=63x10"%cm?/s, i=1,2,

di = 23,3um, dy = 18,6 um,

n1:n2:1.

4.2.2. Skaitinio modelio patvirtinimas

Matematinio modelio (2.33)-(2.41) skaitinio eksperimento rezultatai bu-
vo palyginti su fizinio eksperimento rezultatais (Kulys ir Tetianec, 2005).
Rezultaty palyginimas pateiktas 4.9 pav. Eksperimentiniai duomenys buvo
stumtelti per —30s laiko aSyje ir per —1,9 uA sroves stiprio asyje (Kulys ir
Tetianec, 2005). Korekcija laiko aSyje buvo pritaikyta tam, kad redukto-
riaus R pridéjimas j tirpalg fiziniame eksperimente sutapty su matematinio
modelio momentu t = 0s. Korekcija srovés stiprio asyje buvo pritaikyta
tam, kad buty eliminuota foninés srovés jtaka biojutiklio atsakui.

Atliekant fizinj eksperimenta, substratas So buvo jvestas j tiriamajj tir-
pala laiko momentu ¢ = 130s, kas atitinka ¢ = 100s skaitiniame eksperi-
mente. Taigi, atliekant skaitinj eksperimenta, buvo naudojama T, = 100s.

Fizinio eksperimento rezultatuose buvo nurodytas srovés stipris, o ne sroves
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4.9 pav. Modeliavimo rezultaty palyginimas su eksperimentiniais duomeni-
mis; (1) eksperimentiniai duomenys, (2)-(4) modeliavimo rezultatai. Skaiti-
nio modeliavimo eksperimentai buvo atlikti naudojant dvi reakcijos greicio
konstantas (k3) (1,4 x 1061mol~ts™! (2) ir 0,35 x 10°1mol~ts™! (3, 4)), o
taip pat naudojant dvi difuzijos sluoksnio storio (ds) reiksmes (223 um (2, 3)
ir 116,5 um (4)); k4 = 1,4 x 10°1mol ! s71, 510 = 8 mmol/1, s990 = 39 pmol /1.

tankis. Srovés stipris gaunamas srovés tankj dauginant iS elektrodo pavir-
siaus ploto:
1= JA, (4.8)

¢ia i — sroves stipris, A — elektrodo pavirsiaus plotas. Fiziniame eks-
perimente buvo naudojamas elektrodas, kurio pavirsiaus plotas buvo ly-
gus A = 0,3cm?, o kity parametry reikSmés buvo tokios: k3 = k4 =
1,4 x 1051mol~ts™!, 519 = 8mmol/l, so9 = 39 umol/l, d3 = 233 um (Kulys
ir Tetianec, 2005).

Naudojant straipsnyje (Kulys ir Tetianec, 2005) nurodytas parametry
reikSmes (4.9 pav. 2 kreivé), santykinis skirtumas tarp simuliuotos sroves
ir eksperimentu gautos sroves laiko momentu T, (pries jpilant So) yra apie
14 %. Tai rodo, kad modelis gana tiksliai atspindi fizinj eksperimentg. Vis
délto, j tirpala jvedus substrata So, modelio tikslumas suprastéja. Simuliuo-
ta stacionarioji srové yra apie 2,5 karto didesné uz eksperimentine (4.9 pav.
2 kreive). Tai rodo, kad fizinis eksperimentas yra sudétingesnis uz sukurtaji
matematinj modelj. Tikétina, kad fermento oksidacija deguonimi, kuri néra
numatyta matematiniame modelyje, gali buti skirtumo priezastis (Kulys ir
Tetianec, 2005). Taip pat skirtumas gali atsirasti dél oksiduoty heterocikli-
niy junginiy (S2) nestabilumo (Kulys ir Tetianec, 2005). Nepaisant to, kad
modelis (2.33)-(2.41) nepateikia tiksliy skaitiniy rezultaty, ji galima naudo-
ti kinetikos subtilybéms tirti, o taip pat optimizuoti biojutiklio su substraty
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sinergija konstrukcija.

4.2.3. Sinergijos efekto modeliavimas

Tam, kad buty galima sukurti didelio jautrumo biojutiklius, reikia gerai
perprasti sinergijos efekta (Kulys ir Tetianec, 2005; Kulys ir Dapkunas,
2007; Kulys ir Vidziunaite, 2009). Biojutiklio veikimo kinetinei analizei
iveskime naujus dydzius vy, v9, U3, 4 — vidutinius reakciju (2.32a), (2.32b),
(2.32¢), (2.32d) greicius fermento sluoksnyje:

U1 = k1o, T, (4.92)
Vg = ko€req51, (4.9b)
U3 = k3€reqS2, (4.9¢)
Uy = k451Po, (4.9d)

¢ia 7, 51, So2, P1, P2, €ox IT €req yra vidutineés medziagy R, Sy, So, Py, Pa, Eyy
ir E,.q koncentracijos fermento sluoksnyje.

Paveiksléliai 4.10 ir 4.11 rodo, kaip jvyksta sinergijos efektas. Modeliuo-
jant buvo naudoti tokie patys biojutiklio parametrai, kaip ir skaiciuojant

taskus 4.9 pav. 2 kreivei.
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4.10 pav. Vidutiniy koncentraciju 7 (1), 51 (2), 52 (3), p1 (4), P2 (5), €0 (6)
ir €,¢q (7) kitimas laike.

Kai substratas Sy jvedamas | tirpala, prasideda greita reakcija (2.32c)
ir pagaminami dideli kiekiai E,, bei Po molekuliy (4.10 pav.). Tuo paciu
padidéjusi E,, koncentracija padidina reakcijos (2.32a) greiti, o Py mole-
kulés pradeda reaguoti su S; molekulémis reakcijoje (2.32d) (4.11 pav.).
Dél padidéjusio reakcijos (2.32a) greicio sumazéja fermento reduktoriaus R
koncentracija, kadangi R yra vienas i$ Sios reakcijos reagentu (4.10 pav.).
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4.11 pav. Vidutiniy reakciju (2.32a)-(2.32d) greiciu v, (1), v2 (2), 03 (3),
U4 (4) fermento sluoksnyje kitimas laike (3 ir 4 kreivés sutampa).

Reakcijos (2.32a) ir (2.32¢) yra smarkiai susietos tarpusavyje, nes E,, yra
reakcijos (2.32c¢) produktas ir reakcijos (2.32a) reagentas, o medziaga E,.q
atvirksciai. Panasi situacija yra su reakcijomis (2.32c¢), (2.32d) ir medzia-
gomis Po, So.

Reakcijos (2.32c) greitj veikia S, koncentracija. Reakcijas (2.32a) ir
(2.32d) paspartina reakcija (2.32c), gamindama jy reagentus, ir laikui be-
gant, $iy reakcijy grei¢iai susilygina su reakcijos (2.32¢) greic¢iu. Todél re-
akciju (2.32a), (2.32¢) ir (2.32d) greiciai yra labai panasus beveik visg laika
nuo substrato Se jvedimo | tirpala (4.11 pav.). Reakcijos (2.32b) greitis
beveik nepakinta.

Reakcijos (2.32b) ir (2.32d) gamina produkta Py, kuris yra atsakingas
uz biojutiklio srove. Kadangi reakcijos (2.32b) greitis beveik nepakinta, o
reakcijos (2.32d) greitis yra didesnis uz reakcijos (2.32b) greitj dviem eilée-
mis, tai biojutiklio atsakas taip pat padidéja dviem eilémis. Kitaip sakant,
signalas yra sustiprinamas chemiskai. Sio tipo biojutikliuose biitent tokio
rezultato ir yra tikimasi iS substraty sinergijos efekto (Kulys ir Tetianec,
2005).

Norédami papildomai patikrinti skaitinj diferencialinio krastinio uzdavi-
nio (2.33)-(2.40) sprendinj, taikome mases tvermés désnj. Kadangi fermen-
tas yra imobilizuotas, ir laikome, kad fermento molekuliy difuzija fermento
sluoksnyje nevyksta, tai lygybé ey (x,t) + ereq(x,t) = e turi buti tenki-
nama visada, kai Vo € [0,aq] ir V& > 0. Nusistovéjus pusiausvyrai, kai
O0Sim /Ot = Opim /Ot = 0, lygybé Sim(x,t) + pim(x,t) = s;0 teisinga, kai
Vo € [am—1,ap] irt — 00,1 =1,2, m=1,2,3. 1§ 4.10 pav. galima matyti,
kad sios salygos yra tenkinamos (atkreiptinas démesys, kad koncentracijos
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yra pateiktos logaritminéje skaléje).

4.2.4. Biojutiklio atsako dinamika

Tolesni skaitiniai tyrimai bus atliekami, naudojant 2.2.8 skirsnyje pa-
teikta bedimensj modelj.

4.12 pav. pavaizduotos kreives rodo biojutiklio sroves tankio J dinami-
ka. Biojutiklio veikimas buvo simuliuotas, esant dviem difuzijos sluoksnio
storiams (d3) ir trims substrato Sy koncentracijoms (Sa). Paprastumo délei,
Siame ir tolesniuose skaitiniuose eksperimentuose substratas Sy yra jveda-

mas ] tirpalg nuo eksperimento pradzios, t.y. (T52 =0).
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4.12 pav. Biojutiklio srovés tankio J kitimas, esant skirtingiems difuzijos
sluoksnio storiams (d3) (5 (1, 2, 3 kreiveés) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)) bei substrato

S, koncentracijoms (S9) (0,1 (1, 4 kreives), 1 (2, 5 kreives) ir 10 (3, 6
kreivés); kg = /{?4 = 112, SlO = 200.

Esant mazai substrato koncentracijai (S0 = 0,1), stacionarioji biojutik-
lio srové néra veikiama difuzijos sluoksnio storio d3, taciau keiciantis difuzi-
jos sluoksnio storiui, keiciasi kreivés J(7T') forma, ir biojutiklis su plonesniu
difuzijos sluoksniu anksciau pasiekia pusiausvyra. Paskutinis teiginys yra
teisingas, ir esant didesnéms substrato koncentracijoms (SQ() =1,59 = 10).

Is 4.12 pav. esanciy kreiviy taip pat galime jzvelgti kita labai svarby
sarysj — stacionarioji srove yra tuo didesné, kuo didesné yra substrato So
koncentracija tirpale Sao. Esant aukStesnéms substrato koncentracijoms
(SQO = 1,50 = 10), galime pastebéti, kad stacionarioji biojutiklio srove
sumazéja, didinant difuzijos sluoksnio storj d3. Tai rodo, kad dirbant su
aukstos koncentracijos tirpalais, tirpalo maiSymo intensyvumas yra svarbus
faktorius, j kurj butina atsizvelgti.
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4.2.5. Substraty koncentracijy jtaka biojutiklio atsakui

Stacionariosios biojutiklio srovés tankio priklausomybé nuo substrato
So koncentracijos Sy buvo tirta, esant skirtingiems difuzijos sluoksnio sto-
riams d3, o taip pat prie skirtingy reakcijos greicio konstantos ks reikSmiy.

Skaitinio modeliavimo rezultatai pateikti 4.13 pav.
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4.13 pav. Stacionariosios biojutiklio srovés tankio .Jg priklausomybé nuo
substrato koncentracijos Sag, esant dviem skirtingiems difuzijos sluoksnio
storiams (d3) (5 (1, 2, 3 kreivés) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)) bei trims skirtingoms
reakcijos (2.32¢) greitio konstantos (k3) reikmems (56 (1, 4 kreives), 112 (2,
5 kreives) ir 224 (3, 6 kreives)); kg = 112, S19 = 200.

Biojutiklis gali patikimai iSmatuoti substrato Sy koncentracija tokiu
atveju, kai koncentracija Syo priklauso intervalui, kur biojutiklio atsakas
yra priklausomas nuo Sios koncentracijos ir néra priklausomas nuo difuzi-
jos sluoksnio storio d3. Kaip matome is 4.13 pav., Sis intervalas priklauso
nuo reakcijos greicio konstantos ks. Apatinis Sio intervalo rézis kinta nuo
Sao & 0,0005, kai ks yra santykinai didelé (3, 6 kreives), iki Sa =~ 0,0025,
kai 12:3 yra santykinai maza (1, 4 kreivés). Virsutinis Sio intervalo rézis kinta
nuo Ss & 0,4, kai ks yra santykinai didele (3, 6 kreives), iki Soo = 1, kai
ks yra santykinai maza (1, 4 kreivés). Esant koncentracijoms S 2 6,25,
biojutiklio atsakas néra priklausomas nuo substrato Se koncentracijos.

Biojutiklio jautrio priklausomybé nuo substrato koncentracijos buvo tir-
ta, modeliuojant biojutiklio veikima, esant tokiems patiems difuzijos sluoks-
nio storiams d3 ir tokioms pacioms reakcijos greic¢io konstantoms /%3, kaip ir
4.13 pav. Skaic¢iavimy rezultatai pateikti 4.14 pav.

Kaip matome is 4.14 pav., biojutiklio jautris yra didziausias tuomet, kai
substrato Sy koncentracija yra vidutinio dydzio (0,01 < Sy < 1). Esant
mazoms substrato Sy koncentracijoms (0,0001 < Sag < 0,01), o taip pat ir
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4.14 pav. Biojutiklio jautrio B priklausomybé nuo substrato koncentracijos
Sop. Parametry reiksmeés tokios pat, kaip ir 4.13 pav.

dideléms Sy koncentracijoms (1 < Sag < 100), biojutiklio jautris yra prastas.

Esant mazoms substrato koncentracijoms, didéjant ks reikSméms, di-
déja ir biojutiklio jautrumas, tuo tarpu difuzijos sluoksnio storis d3 Siame
koncentracijy intervale neveikia biojutiklio atsako, taigi ir jautrumo. Esant
dideléms substrato koncentracijoms, ks kitimas priesingai veikia biojutiklio
jautruma, palyginti su mazy koncentracijy intervalu — didinant /%3, bioju-
tiklio jautrumas mazéja. Siame koncentracijy intervale difuzijos sluoksnio
storis daro jtaka ir biojutiklio atsakui, ir jautrumui — storesnis difuzijos
sluoksnis lemia biojutiklio jautrumo sumazéjima.

Sio tipo biojutikliai yra skirti matuoti substrato Sy koncentracijoms 5’20,
taciau taip pat svarbu istirti biojutiklio atsako priklausomybe nuo substrato
S1 koncentracijos Sio, kad buty galima optimizuoti biojutiklio konfiguracija.
Stacionariosios biojutiklio sroves tankio J priklausomybé nuo substrato S;
koncentracijos S1 buvo tirta, esant skirtingiems difuzijos sluoksnio storiams
03 ir skirtingoms substrato S, koncentracijoms S’go. Modeliavimo rezultatai
pateikti 4.15 pav.

Kaip matome is kreiviy, esanciy 4.15 pav., biojutiklio atsakas didéja,
didinant koncentracija Sio. Esant mazoms ir vidutinéms substrato Sy kon-
centracijoms, si priklausomybé galioja visame tirtame koncentracijy Sig in-
tervale. Esant dideléms substrato S, koncentracijoms (SQO = 2,5), Si pri-
klausomybé galioja tik intervalo dalyje su mazomis substrato S; koncentra-
cijomis (Sio < 40). Prie didesniy S; koncentracijy (Sio > 40) biojutiklis
tampa praktiskai nejautrus koncentracijos Sto pokyciams. Difuzijos sluoks-
nio storio d3 jtaka biojutiklio atsakui jauciama, tik esant dideléms substraty
S1 ir So koncentracijoms.
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4.15 pav. Stacionariosios biojutiklio srovés tankio .Jg priklausomybé nuo
substrato koncentracijos S’lo, esant dviem skirtingiems difuzijos sluoksnio
storiams (d3) (5 (1, 2, 3 kreiveés) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)) bei trims substrato
S koncentracijoms (SQO) (0,025 (1, 4 kreives), 0,25 (2, 5 kreivés) ir 2,5 (3, 6
kreivés)); ks = ky = 112.

4.2.6. Biojutiklio atsako sandara

Biojutiklio atsaka lemia dvi elektrocheminés reakcijos (2.32e) ir (2.32f).
Labai svarbu perprasti kiekvienos elektrocheminés reakcijos vaidmenj, esant
skirtingiems biojutiklio parametrams.

Biojutiklio sroves sandara buvo tirta, esant skirtingoms reakcijos greicio
konstantoms /%4, skirtingiems difuzijos sluoksnio storiams 3 ir prie skirtingy
substrato Sy koncentracijy Sa0. Skaitinio modeliavimo rezultatai pateikti
4.16 pav.

Kaip matome is 4.16 pav., stacionariosios srovés generuojamos elektro-
cheminés reakcijos (2.32e) santykiné dalis biojutiklio atsake yra tuo didesné,
kuo didesné yra greicio konstanta ky. Tai galima paaiskinti paziurejus, kaip
veikia reakcija (2.32d). Kuo greitesné reakcija (2.32d), tuo daugiau ji su-
naudoja produkto P, ir tuo daugiau ji pagamina produkto Pj.

Esant maZoms Sag koncentracijoms, reakcijos greicio konstantos kg dydis
daro labai menka jtaka biojutiklio atsako sandarai (1 ir 4 kreivés). Esant to-
kioms substrato Sy koncentracijoms, beveik visa biojutiklio srove generuoja
elektrocheminé reakcija (2.32¢). Kaip matome i$ reakciju schemos (2.32),
mazos substrato So koncentracijos tiesiogiai lemia mazas produkto Py kon-
centracijas, tai ir paaiskina dideles A; reikSmes prie zemy Sag koncentracijy.

Esant dideléems substrato S, koncentracijoms Sao, reakcijos greic¢io kons-
tanta k,; daro labai didele jtaka biojutiklio atsako sandarai. Kai konstanta
kg yra pakankamai maza, santykiné srovés tankio jig dalis Ay yra mazesné
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4.16 pav. Sroviy santykio A; priklausomybé nuo reakcijos greicio konstan-
tos k4, esant dviem skirtingiems difuzijos sluoksnio storiams d3 (5 (1, 2, 3
kreiveés) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)) bei esant trims skirtingoms substrato Se kon-

A

centracijoms S (0,0025 (1, 4), 0,25 (2, 5) ir 25 (3, 6)); ks = 112, S19 = 200.

uz 0,5, t.y. didzioji srovés dalis yra generuojama elektrocheminés reakcijos
(2.32f).

Is 4.16 pav. taip pat galime pastebéti, kad difuzijos sluoksnio storio d3
pokyc¢iai tik labai menkai daro jtaka biojutiklio atsako sandarai.

4.2.7. Substraty sinergijos jtaka biojutiklio atsakui

Substraty sinergijos efektas buvo analizuotas, naudojant dydj ¥, rodantj
cheminio signalo stiprinimo dydj. Buvo tirta cheminio signalo stiprinimo
dydzio priklausomybé nuo reakcijos greicio konstantos ]%3, esant skirtingiems
difuzijos sluoksnio storiams d3, o taip pat esant skirtingoms substrato S
koncentracijoms Sao. Skaitinio modeliavimo rezultatai pateikti 4.17 pav.

Svarbiausias désningumas, kurj galima jzvelgti i$ 4.17 pav., yra tas, kad
¥ yra monotoniskai didéjanti funkcija nuo reakcijos greicio konstantos ks.
Esant aukstesnei reakcijos (2.32¢) greicio konstantai ks, pagaminama dau-
giau produkto Py molekuliy. Dél didesnés Py koncentracijos pagreitéja reak-
cija (2.32d) ir atitinkamai padaugéja produkto P;. Kaip matéme 4.2.6 skirs-
nyje, produktas P; yra pagrindiné medziaga, reaguojanti ant elektrodo pa-
virsiaus ir generuojanti biojutiklio srove.

Is 4.17 pav. taip pat galime pastebéti, kad aukstesnés substrato So kon-
centracijos Syo lemia didesnj cheminj stiprinima. Esant mazoms reakcijos
greicio konstantos 1%3 reikSméms (1%3 < 0,1), sis efektas yra gana silpnas,
taciau esant vidutinéms greicio konstantos ks reik§mems (nuo 10 iki 100),
sis efektas yra stipriai isreikstas prie visy S koncentracijy. Tuo tarpu,
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4.17 pav. Cheminio signalo stiprinimo ¥ priklausomybé nuo reakcijos grei-
¢io konstantos 123, esant dviem skirtingiems difuzijos sluoksnio storiams ds3
(5 (1, 2, 3 kreives) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)), bei esant trims skirtingoms sub-
strato Sy koncentracijoms Sy (0,025 (1, 4 kreivés), 0,25 (2, 5 kreivés) ir
2,5 (3, 6 kreivés)); ky = 112, Sy = 200.

esant dideléms reakcijos greidio konstantos ks reik§meéms (12:3 > 1000), sis
efektas vél pastebimai sumazéja. Teigiama koncentracijos Sag itaka sinergi-
jos efektui galima paaiskinti reakcijos (2.32c) grei¢io padidéjimu, kurj lemia
padidéjusi reakcijos reagento koncentracija. Esant mazoms ks reikSmeéms,
tai néra taip pastebima, nes padidéjusi reagento koncentracija neatsveria
mazo ks dydzio. Esant dideléms 1%3 reikSméms, sistema pasiekia taska, kur
cheminis stiprinimas ¥ pasidaro nepriklausomas nuo reakcijos greicio kons-
tantos ks. Difuzijos sluoksnio storio d3 jtaka jauciama, tik esant dideléms
reakcijos grei¢io konstantos ki3 reikiméms.

Taip pat buvo istirta substrato S; koncentracijos jtaka biojutiklio srovés
cheminiam stiprinimui. Buvo atlikti skaitiniai eksperimentai, esant skir-
tingiems difuzijos sluoksnio storiams ds, bei esant skirtingoms substrato Sy
koncentracijoms Sao. Skaitinio modeliavimo rezultatai pateikti 4.18 pav.

Kaip matome is 4.18 pav., biojutiklio atsako cheminis stiprinimas W
yra didziausias, esant mazoms substrato S; koncentracijoms, ir atitinkamai
silpniausias, esant aukstoms Sio koncentracijoms. Taigi matome, kad sub-
strato S; koncentracijos Sio itaka biojutiklio atsakui, pavaizduota 4.15 pav.,
galéty buti dar didesné, jeigu didinant Sio nesusilpnéty cheminio stiprini-
mo efektas. O §iuo atveju, esant mazoms koncentracijoms Sio, signalas
yra smarkiai stiprinamas chemiskai, tuo tarpu, esant aukstoms substrato

S1 koncentracijoms Sig, yra atvirksciai.

Difuzijos sluoksnio storis menkai veikia cheminj signalo stiprinimg kon-

99



A
S10

4.18 pav. Cheminio signalo stiprinimo ¥ priklausomybé nuo substrato S;
koncentracijos 5’10, esant dviem skirtingiems difuzijos sluoksnio storiams
d3 (5 (1, 2, 3 kreivés) ir 10 (4, 5, 6 kreivés)), bei esant trims skirtingoms
substrato S; koncentracijoms Ssg (0,025 (1, 4 kreivés), 0,25 (2, 5 kreives) ir
2.5 (3, 6 kreives)); ks = ky = 112.

centracijos Sio intervale, tirtame §io skaitinio eksperimento metu. Siek tiek
didesné difuzijos sluoksnio storio jtaka stebima, tik esant palyginti aukstoms

abiejy substraty S; ir Sy koncentracijoms.

4.3. Apibendrinimas

Siame skyriuje atliktas biojutikliy modeliy, pateikty 2 skyriuje, korek-
tiSkumo patvirtinimas. Taikant Siuos modelius, buvo atlikti biojutiklio su
inhibicija substratu ir produktu bei biojutiklio su substraty sinergija savy-
biy bei elgsenos tyrimai. Kompiuterinio modeliavimo tyrimai buvo atlikti
programine jranga, pristatyta 3 skyriuje.

Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu adekvatumas buvo tirtas,
lyginant skaitiniy eksperimenty rezultatus su zinomais analiziniais spren-
diniais atskiriems atvejams. Patvirtinus biojutiklio modelio adekvatuma,
buvo atlikti biojutiklio savybiy ir elgsenos tyrimai, varijuojant jvairius bio-
jutiklio parametrus. Daug démesio buvo skirta maksimaliosios biojutiklio
sroves atsiradimui ir galimam panaudojimui, kuriant naujus biojutiklius.

Biojutiklio su substraty sinergija adekvatumas buvo tirtas, lyginant
skaitinio eksperimento rezultatus su fizinio eksperimento rezultatais. Pa-
tvirtinus modelio adekvatuma, buvo atlikti biojutiklio savybiy ir elgsenos
tyrimai. Didelis démesys buvo skirtas sinergijos efektui ir salygy, reikalingy

jam pasireiksti, identifikavimui.
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ISvados

1. Biojutiklio su inhibicija substratu ir produktu bei biojutiklio su substra-
ty sinergija kompiuterinj modeliavimg galima automatizuoti. Sukurta
programine jranga galima apibrézti biojutiklio strukturg ir jame vyks-
tancius fizikocheminius procesus dalykinés srities sgvokomis ir atlikti
kompiuterinio modeliavimo eksperimentus, nekuriant matematinio ir

skaitinio biojutiklio modeliy.

2. Kompiuterinis modeliavimas parodé, kad amperometrinis biojutiklis,
kuriame vyksta inhibicija substratu, gali matuoti substrato koncentra-
cijas platesniame koncentracijy intervale nei biojutiklis, kuriame inhibi-
cija substratu nevyksta, kai visi kiti biojutikliy parametrai sutampa.

3. Taikant kompiuterinj modeliavima, galima iSsiaiskinti fizikiniy ar che-
miniy procesy svarba biojutiklio veikimui:

(a) esant tam tikriems biojutiklio su substraty sinergija parametrams,
jo atsaka gali apspresti vien tik pirmoji elektrocheminé reakcija;

(b) substraty sinergija, sustiprinanti biojutiklio atsaka chemiskai, ypac
ryskiai pasireiskia tuo atveju, kai reakcija, gaminanti produkta at-
sakingg uz biojutiklio srove, vyksta zZymiai grei¢iau nei kita reakcija,
gaminanti §j produkta.
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